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Alzheimerjeva bolezen (AB) je progresivna ireverzibilna nevrodegenerativna motnja v 
centralnem živčevju, ki se kaže predvsem z izgubo spomina in drugimi simptomi 
kognitivnega upada. Razvoj AB največkrat povezujejo s pomanjkanjem acetilholina v 
možganih, kopičenjem amiloida beta, nevrofibrilarnimi pentljami, nevrovnetjem in 
oksidativnim stresom, kljub temu pa enotne hipoteze nastanka AB še vedno ni. Trenutno se 
za simptomatsko zdravljenje uporabljajo zaviralci holin esteraz in memantin kot antagonist 
NMDA receptorjev. Za razgradnjo acetilholina v centralnem živčevju sta odgovorna encima 
acetilholin esteraza (AChE) in butirilholin esteraza (BChE). Z napredovanjem bolezni ima 
vedno večjo vlogo BChE, ki kompenzira zmanjšano aktivnost AChE, zato postaja 
potencialna tarča za zdravljenje AB.  
Naš namen je bil, da na podlagi strukture znanega selektivnega zaviralca BChE, odkritega s 
pomočjo programa LiSiCa, sintetiziramo analoge 1-(2-piperidin-1-il)pirolidin-2-ona. Z 
različnimi substituenti na mestu 3 piperidina smo želeli izboljšati vezavo spojin v acil-
vezavni žep BChE.  
Pri sintezi smo izhajali iz nipekojske kisline, ki smo jo po uvedbi Boc zaščitne skupine preko 
Weinrebovega amida pretvorili v aldehid, slednjega pa v Wittigovi reakciji z Wittigovo soljo 
pretvorili v 3-vinilpiperidine. Spojinam smo reducirali dvojno vez v distančniku, odščitili 
Boc zaščitno skupino in sekundarni amin alkilirali z N-(2-bromoetil)pirolidin-2-onom. 
Sintetiziranim končnim spojinam smo z Ellmanovo metodo ovrednotili njihovo zaviralno 
delovanje na rekombinantni humani BChE (hBChE) in AChE (hAChE). Zaključimo lahko, 
da se je kot najmočnejši in najselektivnejši zaviralec izkazala spojina 46 z 3-
trifluorometilbenzenom (IC50 = 48 nM), dobro zaviralno delovanje na BChE z vrednostmi 
IC50 v nanomolarnem območju so pokazale še spojine 41–44 ter derivat 47. Selektivnost v 
primerjavi s hAChE pri večini sintetiziranih spojin ni bila dosežena, kljub temu pa spojine 
predstavljajo dobro izhodišče za načrtovanje in optimizacijo selektivnih zaviralcev hBChE 
kot tudi ligandov z multiplim delovanjem za zdravljenje AB.  
 





Alzheimer's disease (AD) is a progressive irreversible neurodegenerative disorder of the 
central nervous system characterized by memory loss and other symptoms of cognitive 
decline. Development of AD is often associated with acetylcholine deficiency in the brain, 
formation of amyloid beta aggregates, neurofibrillary tangles, neuroinflammation and 
oxidative stress, nonetheless, a unified hypothesis of AD pathogenesis is still lacking. 
Currently approved drugs for symptomatic treatment of AD are cholinesterase inhibitors and 
memantine as an NMDA receptor antagonist. There are two enzymes in the central nervous 
system responsible for the decomposition of acetylcholine, namely acetylcholinesterase 
(AChE) and butyrylcholinesterase (BChE). With the progression of AD the activity of AChE 
decreases. On the other hand, the activity and significance of BChE compensatively increases 
and this observation proposes BChE as a promising therapeutic target. 
The aim of the work was to synthesize analogues of 1-(2-piperidin-1-yl)pyrrolidin-2-one, 
which was identified with ligand-based virtual screening software LiSiCA, and thus improve 
BChE inhibitory potencies. By varying the substituents on the position 3 of piperidine we 
aimed to optimize the binding of compounds to the acyl binding pocket of BChE.  
The synthesis started from nipecotic acid, which was protected as tert-butylcarbamate and 
transformed into an aldehyde via corresponding Weinreb amide. The aldehyde obtained was 
combined with a Wittig salt in the Wittig reaction furnishing 3-vinylpiperidines. Following 
the reduction of double bond in the spacer and Boc deprotection, the secondary amine was 
alkylated using N-(2-bromoethyl)pyrrolidin-2-one. Final compounds synthesized were 
biochemically evaluated for their inhibition of isolated recombinant human BChE (hBChE) 
and AChE (hAChE) using the Ellman's method. To conclude, the most potent and selective 
BChE inhibitor was compound 46 with 3-trifluoromethylphenyl moiety (IC50 = 48 nM). 
Potent hBChE inhibitors with IC50 values in nanomolar range were also compounds 41–44 
and 47. Most of the synthesized compounds were not as selective for BChE in comparison to 
AChE as expected. Nonetheless, compounds still represent a good starting point for the 
development and optimization of selective BChE inhibitors and multifunctional ligands for 
AD therapy.  
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SEZNAM OKRAJŠAV  
AB   Alzheimerjeva bolezen 
ACh   acetilholin 
AChE  acetilholin esteraza 
AD  angl. Alzheimer's disaese, Alzheimerjeva bolezen 
AIBN   azobisizobutironitril 
AICD   znotrajcelična C-terminalna domena APP  
AK   aminokislina 
ApoE   apolipoprotein E 
APP   amiloid prekurzorski protein 
ATCI   S-acetiltioholin jodid 
Aβ   amiloid β 
Boc2O  di-terc-butil dikarbonat 
BTCI   S-butiriltioholin jodid 
BChE   butirilholin esteraza 
ChE   holin esteraza 
CTF   C-terminalni fragment 
CŽS   centralni živčni sistem 
DIPEA  N,N-diizopropiletilamin 
DKM   diklorometan  
DMSO  dimetilsulfoksid 
DTNB  5,5'-ditiobis(2-nitrobenzojska kislina)  
ekv.   množinski ekvivalent 
ESI-MS  ionizacijska masna spektrometrija 
Hex   n-heksan 
HPLC  tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
HRMS  masna spektroskopija visoke ločljivosti 
Hz   Hertz 
IC50   srednja inhibitorna koncentracija 
IR   infrardeča spektroskopija 
J   sklopitvena konstanta v Hertzih 




MF   mobilna faza  
MS   masna spektroskopija  
NaHMDS  natrijev bis(trimetilsilil)amid (natrijev heksametilendisilazan) 
NBS   N-bromosukcinimid 
NMDA  N-metil-D-aspartat 
NMR   nuklearna magnetna resonanca 
PAS   angl. peripheral anionic site, periferno anionsko mesto 
PE   petroleter 
RA   rezidualna aktivnost  
Rf   retencijski faktor 
ROS   reaktivne kisikove zvrsti 
T   temperatura 
TBTU  2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilaminijev tetrafluoroborat 
TFA   trifluorocetna kislina 
THF   tetrahidrofuran 
TLC   tankoplastna kromatografija 
tR   retencijski čas 






1.1 ALZHEIMERJEVA BOLEZEN  
Že v začetku prejšnjega stoletja je Alois Alzheimer opisal prostorsko dezoirentiranost, 
motnje spomina, razumevanja, govora in izražanja ter sumničavost pri 51 letni ženski, ki je 
po 4 letih od nastopa opisanih simptomov umrla. Pri biopsiji njenega možganskega tkiva je 
opazil senilne lehe in nevrofibrilarne pentlje, značilne spremembe Alzheimerjeve bolezni 
(AB), katerim je pripisal upad umskih sposobnosti (1). AB je najpogostejši vzrok demence, 
sindroma, za katerega je značilen progresiven upad kognitivnih in spominskih funkcij. 
Poleg Alzheimerjeve demence so pogoste še demenca z Lewyjevimi telesci, vaskularna in 
frontotemporalna demenca, ki skupaj predstavljajo 80–90 % primerov vseh demenc (2). 
Raziskave kažejo, da ima veliko bolnikov z demenco možganske spremembe povezane z 
več kot le enim vzrokom. Pri avtopsiji bolnikov z demenco so pri približno polovici opazili 
možganske spremembe, ki so bile posledica tako Alzheimerjeve kot tudi vaskularne 
demence - gre za mešano demenco. Več kot ima starejši posameznik možganskih patologij, 
večja je verjetnost za nastanek demence (3). 
Po svetu živi vsaj 50 milijonov ljudi z demenco, ocenjujejo pa, da se bo ta številka 
potrojila do leta 2050. Najbolj prizadeto je prebivalstvo z nizkimi do srednje visokimi 
prihodki, ti predstavljajo kar dve tretjini bolnikov z demenco (3). S staranjem prebivalstva 
povezana incidenca demence se je zmanjšala v številnih državah, razloge za to 
predpisujejo predvsem boljši izobrazbi, prehrani, boljši zdravstveni oskrbi in spremembam 
življenjskega sloga. Z novimi dognanji podprtih 12 dejavnikov tveganja (nižja stopnja 
izobrazbe, hipertenzija, motnje sluha, kajenje, debelost, depresija, fizična neaktivnost, 
diabetes, nizek socialni kontakt, prekomerno pitje alkohola, travmatska možganska 
poškodba in onesnaženost zraka) naj bi bilo odgovornih za približno 40 % primerov 
svetovne demence, katero bi teoretično lahko preprečili oziroma vsaj zamaknili njen 
nastop. Visok potencial za zajezitev demence je še posebej v državah z nižjimi prihodki 
(4).  
AB je progresivna, ireverzibilna nevrodegenerativna motnja v centralnem živčnem sistemu 
(CŽS) (5). Najpogosteje se kronično nevrodegenerativno obolenje razvija vrsto let, preden 
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se dejansko izrazi kot sindrom demence (6). Začetne možganske spremembe, značilne za 
AB, se začno že leta pred pojavom prvih simptomov, ki vplivajo na kognitivne in psihične 
funkcije bolnika, in terminalnimi možganskimi spremembami, ki onemogočajo bolniku 
vsakdanje aktivnosti kot so hoja in komunikacija (3). Pojav nevropsihiatričnih simptomov 
se zmotno pripisuje le poznejšim fazam AB, saj se le-ti pogosto manifestirajo tudi v 
zgodnjih fazah, predromalnem obdobju in obdobju blagih kognitivnih okvar. Najpogostejši 
nevropsihiatrični simptomi pri AB so depresija, apatija, govorna in fizična agitacija, z 
napredovanjem bolezni so pogostejše blodnje, halucinacije in agresija, pri čemer je izmed 
vseh apatija najbolj vztrajen in pogost simptom na vseh stopnjah bolezni (7). 
Ključne patološke spremembe, ki vodijo v AB, so zunajcelično odlaganje peptida amiloida 
β (Aβ) v hipokampusu in možganski skorji, tvorba znotrajceličnih nevrofibrilarnih pentelj, 
sestavljenih iz hiperfosforiliranega proteina tau (8), oksidativni stres in posledično 
odmiranje holinergičnih nevronov v velikih možganih. Vse skupaj se izrazi z znižanimi 
koncentracijami nevrotransmiterja acetilholina (v nadaljevanju ACh) v možganski skorji in 
ostalih možganskih področjih (5, 9). Večina primerov AB je sporadičnih, kjer se simptomi 
bolezni pojavijo kasneje (po 65. letu) kot pri redkejši družinski obliki AB (<1 %), nastali 
zaradi mutacij v genu za amiloidni prekurzorski protein APP, presenilin 1 (PSEN1) ali 2 
(PSEN2) (9) ali podvojitvi kromosoma, ki nosi zapis za APP (10). Ljudje z mutacijo na 
genu PSEN2 imajo 95 % verjetnost razvoja AB. Ljudje z Downovim sindromom imajo 
dodatno kopijo kromosoma 21 in tako večjo verjetnost nastanka AB, saj ima dodaten 
kromosom gen z zapisom za tvorbo APP, ki prispeva povečanju koncentracije A v 
možganih (3). Možni vzroki za nastanek pogostejše, sporadične oblike AB so nalaganje 
A, hiperfosforilacija proteina tau, oksidativni stres, vnetje v CŽS, propadanje 
holinergičnih nevronov, nepravilnosti v črevesni mikrobioti, nepravilnosti v presnovi 
lipidov, okvarjen proces avtofagocitoze, rezistenca na inzulin, nedelovanje sinaps in 
nepravilnosti v distribuciji kovinskih ionov v možganih (11). Tipična AB s poznim 
nastopom naj bi bila rezultat prepletanja genetskih in okoljskih dejavnikov, vodilni (70 %) 
pri tem naj bi bili genetski dejavniki tveganja (9). 
Pomen genetike je viden tudi pri genu za apolipoprotein E (apoE) na kromosomu 19, ki 
ima tri alele in sicer E2, E3 in E4. ApoE, izločen iz astrocitov, služi za transport lipidov v 
možganih, z veliko afiniteto pa veže tudi iz celic izločeni topni A. Nosilci gena za ApoE4 
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imajo večjo verjetnost za nastanek sporadične AB, saj ApoE4 za razliko od ApoE2 in 
ApoE3 (ta zavirata nastajanje netopnih fibril A saj prenašata monomere A v celice 
mikroglije, kjer se ti razgradijo) ne more vezati in odstranjevati presežnega A tako 
učinkovito kot ostala dva alela, zato se A začne kopičiti. V primerjavi z ljudmi, ki nimajo 
izooblike E4, imajo E4 heterozigoti verjetnostno razmerje za nastanek AB tri, homozigoti 
pa kar 12 (2, 9, 12). 
Pogostost AB in drugih oblik demence je večja pri ženskah kot pri moških, saj ženske v 
povprečju živijo dlje, s starostjo pa se zaradi večih dejavnikov tveganja veča tudi verjetnost 
nastanka bolezni. Obstaja pa tudi možnost interakcije največjega genetskega dejavnika 
tveganja, ApoE4 genotipa, z estrogenom (3). 
1.2 HIPOTEZE NASTANKA ALZHEIMERJEVE BOLEZNI  
 
Enotna hipoteza o razvoju AB trenutno še ni poznana, bo pa v izjemno pomoč pri 
diagnosticiranju in zdravljenju bolezni. Predvideva se, da je etiologija AB rezultat 
interakcij številnih dejavnikov (starosti, izobrazbe, okoljskih in genetskih dejavnikov) in 
medsebojnega dopolnjevanja večih hipotez (13). Trenutno so najbolj raziskane hipoteze, na 
katerih temelji tudi diagnostika in načrtovanje novih spojin: holinergična hipoteza, 
hipoteza amiloidne kaskade, hipoteza hiperfosforilacije tau proteina ter hipotezi 
nevrovnetja in oksidativnega stresa (14).  
Holinergična hipoteza je najstarejša hipoteza (iz sredine 1970 let) o nastanku AB, ki 
poudarja značilen upad aktivnosti encima holin acetiltransferaze, ki katalizira sintezo 
acetilholina (ACh) v neokorteksu (14). Temu se pridružuje zmanjšan privzem holina, 
zmanjšano sproščanje ACh, izguba holinergičnega perikariona v bazalnem Meynertovem 
jedru in presinaptični holinergični deficit (15). Progresivna izguba nevronov, ki za 
medsebojno signalizacijo uporabljajo ACh, in posledičen upad količine ACh korelirata s 
kognitivnim upadom pri AB (16). 
ACh nastaja s pomočjo holin acetiltransferaze, ki katalizira reakcijo med acetil-koencimom 
A (acetil-CoA) in holinom v citoplazmi holinergičnih nevronov (14). Z zlitjem 
sinaptičnega vezikla s presinaptično membrano se iz njega sprosti ACh v sinaptično 
špranjo, kjer difundira do postsinaptične membrane. Tam se dve molekuli ACh vežeta na 
 
 4 
nikotinski holinergični receptor, ki po odprtju ionskega kanalčka sproži akcijski potencial 
in posledičen prenos živčnega impulza. Za normalno homeostazo živčnega sistema je 
potrebno prekiniti živčni impulz z encimom acetilholin esteraza (AChE), ki razgradi ACh 
na acetat in holin, kar vodi v repolarizacijo in prekinitev impulza (12). 
Holinergična nevrotransmisija je vključena v številne pomembne procese kot so 
pomnjenje, učenje, budnost, spanje, stresni odziv in izražanje čustev. Glede na 
holinergično hipotezo naj bi bili simptomi AB, predvsem pešanje prej naštetih kognitivnih 
procesov, povezani s strukturnimi spremembami v holinergičnih sinapsah, izgubo 
specifičnih podtipov ACh receptorjev, propadom nevronov, ki proizvajajo ACh in s 
končnim poslabšanjem celotnega holinergičnega prenosa. Danes predstavljata holin 
esterazi (ChE), AChE ter soroden encim butirilholin esteraza (BChE), pomembno 
terapevtsko tarčo za izboljšanje simptomov AB (14). Inhibicija AChE/BChE zmanjša 
hidrolizo endogeno sproščenega ACh in poveča aktivacijo postsinaptičnih receptorjev za 
ACh (15). 
Hipoteza amiloidne kaskade je prevladujoča teorija patogeneze AB in v ospredje 
postavlja združevanje patoloških oblik proteina A nastalega s cepitvijo APP, ki jo 
izvedeta - in -sekretaza v možganih. Akumulacija A naj bi bil primaren patološki 
proces AB, gonilo pa naj bi bilo porušeno ravnovesje med nastajanjem in odstranjevanjem 
A (17). 
APP se sintetizira v živčnih celicah in celicah glije. Gre za glikoziliran membranski 
protein, čigar daljši N-terminalni konec štrli iz celice, krajši C-terminalni konec pa se 
nahaja znotrajcelično. Ima vlogo adhezijske molekule in skrbi za ustrezno funkcijo in 
strukturo sinaps. Proteolitična razgradnja APP lahko poteka po amiloidogeni ali 




Slika 1: Shema presnove APP po neamiloidogeni (levo) in amiloidogeni poti (desno). 
Prirejeno po (18). 
 
Pri amiloidogeni poti encim -sekretaza razcepi APP na topni fragment APP in C-
terminalni fragment  (CTF), slednjega nato encim -sekretaza cepi na A in njegovo 
znotrajcelično domeno (AICD, dolga 37–49 AK). Netopni agregati fibril A predstavljajo 
glavno komponento amiloidnih leh. Pri neamiloidogeni poti (Slika 1, levo) encim -
sekretaza cepi APP ravno na sredi odseka, ki vsebuje fragment A, zato ta ne more nastati. 
Tvorita se topni APP in C-terminalni fragment  (CTF), katerega v nadaljevanju -
sekretaza cepi na znotrajcelično domeno (AICD) in zunajcelični p3 fragment, ki je majhen, 
topen in netoksičen peptid (18, 19). 
V fizioloških pogojih sta najpogostejši izoformi pri človeku A1–40 (90 % celotnega A) in 
A1–42 (5–10 % celotnega A). V osnovi je A fiziološki, v telesnih tekočinah topen 
proizvod celic in ne povzroča nastajanja senilnih leh. Predvsem monomeri daljše izoforme 
(A1–42) se radi združujejo v oligomere, protofibrile in fibrile, ki sestavljajo senilne lehe. 
Povečana proizvodnja A1–42 na račun zmanjšane tvorbe sicer pogostejše izoforme A1–40 
je skupna značilnost tako družinske kot tudi sporadične oblike AB, kjer je ravno povečano 
združevanje A peptida odgovorno za nevrotoksičnost in patogenezo AB (19). Sprva so 
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mislili, da so za razvoj AB krivi fiblili A v gostih plaki, sedaj pa prevladuje prepričanje, 
da so oligomeri A najbolj toksična oblika; oligomeri, izplavljeni iz možganov bolnika z 
AB, aplicirani nevronom in vitro zavirajo dolgoročno ojačitev, povzročijo sinaptično 
disfunkcijo, poškodujejo dendritske trne in vodijo v smrt nevronov (20). 
Hipoteza proteina tau govori o kopičenju nevrofibrilarnih pentelj znotraj distrofičnih 
nevronov. Gre za vlaknaste snopiče sestavljene predvsem iz prekomerno fosforiliranega 
proteina tau. Tau lahko sicer podleže številnim post-translacijskim modifikacijam, med 
drugim tudi fosforilaciji. Fiziološka vloga proteina tau v živčevju je povezovanje 
beljakovine tubulin v nevrotubule, elemente citoskeleta, ki so pomembni za aksonski 
transport snovi. Pri AB se zaradi zvečane aktivnosti kinaz proteina tau vrši pretirana 
fosforilacija le-tega. Tako se verige hiperfosforiliranega proteina tau združijo v parne 
vijačne filamente, te pa se nadalje povežejo med sabo v nevrofibrilarne pentlje, kar ima za 
posledico okvaro citoskeleta in aksonskega transporta. Tau patologija se tipično začne v 
entorinalni skorji in hipokampusu, nato se razširi na sosednji izokorteks (9, 12, 19). 
Oba proteina, A in tau, sta se ohranila skozi evolucijo in imata pomembne fiziološke 
vloge. Tau je stabilizator mikrotubulov in sodeluje v bioloških procesih kot so mielinacija, 
aksonski transport, nevronska ekscitabilnost, nevrogeneza, mikrotubulna dinamika, 
angiogeneza, zaščita DNA, homeostaza železa, presnova glukoze, motorika, učenje in 
pomnjenje. Multifunkcionalen je tudi A, saj naj bi nadziral učenje in pomnjenje, 
angiogenezo, nevrogenezo, popravlja poškodbe v krvno-možganski pregradi, spodbuja 
obnovo po poškodbah in deluje kot antimikrobni peptid ter tumor supresor. Oba proteina 
sta izražena po celem telesu, ne le v živčevju, zato je za načrtovanje varnega in 
učinkovitega zdravila vzeti v ozir tako patološko kot tudi fiziološko vlogo obeh proteinov 
(19). Kljub pomembni vlogi A in tau v patogenezi AB še vedno ni znana točna 
mehanistična povezava med njima. V možganih AB pacientov so opazil, da so aktivirane 
celice mikroglije lokalizirne z amiloidnimi plaki, kar namiguje na pomen prirojenega 
imunskega sistema kot povezovalca med Aβ in tau patogenezo (9).  
Uspešno delovanje celic v telesu ni odvisno le od zadostne sinteze proteinov, temveč tudi 
od uspešnega odstranjevanja odvečnih, poškodovanih in neustrezno zvitih proteinov, zato 
so motnje v proteinski homeostazi – proteostazi –lahko pogubne za celico (21). Fiziološka 
vloga proteostaze je ohranjanje funkcije znotraj in zunajceličnih proteinov. Vnetje je 
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zaščitni odziv telesa na škodljiv dražljaj, njegova vloga v telesu pa je lokaliziranje, 
zmanjšanje in odstranitev tujka iz telesa. V osnovi je nevrovnetje koristen fiziološki odziv 
znotraj možganov in hrbtenjače, saj spodbuja odstranitev akumuliranih propadlih 
fragmentov nevronov in sodeluje pri obnovi tkiv. Nekontrolirano in trajajoče vnetje pa 
lahko prispeva k nastanku številnih kroničnih vnetnih bolezni. S starostjo se zmanjša 
zmogljivost mehanizmov, ki skrbijo za proteostazo, kar lahko povzroči akumulacijo 
poškodovanih proteinov in organelov v telesu (8). Mikroglija je sestavni del prirojenega 
imunskega sistema CŽS in ključni celični mediator vnetnih procesov. Celice mikroglije 
sodelujejo v akutnih in kroničnih nevrovnetnih odzivih (22). Raziskave kažejo na 
povezavo med motnjo proteostaze in vnetnim odzivom pri nevrodegenerativnih boleznih, 
saj napačno zvijanje proteinov, njihova agregacija in druge modifikacije vodijo v pretiran 
imunski odziv mikroglije, ki povzroči patološko nevrovnetje povezano z 
nevrodegenerativnimi boleznimi (8). 
Oksidativni stres je posledica neravnovesja med proizvodnjo reaktivnih kisikovih zvrsti 
(ROS) in sposobnostjo odstranitve le-teh. Prekomerno nastajanje in sproščanje ROS je 
splošni patološki mehanizem v številnih nevrodegenerativnih boleznih kot so multipla 
skleroza, Parkinsonova, Alzheimerjeva in Huntingtonova bolezen. ROS imajo pomembne 
fiziološke funkcije, sodelujejo pri oksidaciji cisteina, kar je ključen korak pri tvorbi 
disulfidne vezi v proteinih. Iz pretirane tvorbe ROS izvira oksidativni stres, ki lahko sproži 
celično smrt in vnetje, zato imajo celice številne antioksidante in encime, ki preprečujejo 
akumulacijo ROS. Pri zdravem posamezniku so mediatorji oksidativnega stresa in vnetja v 
ravnovesju s proti njim delujočimi antioksidativnimi in protivnetnimi molekulami. Pri 
številnih patoloških stanjih, tudi AB, je to ravnovesje porušeno in pomaknjeno v smer 
oksidativnega stresa in vnetja, kar vodi zaradi oksidativnih modifikacij v poškodbe 
proteinov in DNA, vnetje ter nevronsko celično smrt (8). 
1.3 ZDRAVLJENJE 
AB predstavlja veliko breme za zdravstveni sistem, saj naj bi za neposredne in posredne 
stroške zdravljenja ter oskrbe bolnikov v EU porabili preko 100 milijard evrov, od tega v 
Sloveniji skoraj 215 milijonov evrov (23). 
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Kljub napredkom v razumevanju patofiziologije AB, intenzivnemu raziskovanju in 
preskušanju mnogih potencialnih učinkovin še vedno ne poznamo zdravila, ki bi ustavilo, 
upočasnilo ali vsaj spremenilo nevrodenegerativni proces te bolezni. Trenutno so na trgu le 
simptomatska zdravila, ki so najbolj učinkovita v zgodnjih fazah demence ter tako 
doprinesejo k preložitvi obdobja popolne odvisnosti pacienta od tuje pomoči (6). Ravno 
zato je pomembno poznavanje spremenljivih dejavnikov tveganja za kognitivni upad in 
ustrezno spopadanje z njimi. Redna telesna aktivnost in dober nadzor nad srčno-žilnimi 
dejavniki tveganji naj bi glede na rezultate velikih populacijskih študij zmanjšali tveganje 
za kognitivni upad. V primerjavi s telesno neaktivnimi so pri možganih redno telesno 
aktivnih ljudi z genetskim tveganjem za AB opazili manj atrofije, kar nakazuje, da aerobna 
aktivnost zavira nevrodegneracijo. Tudi zdrava prehrana (npr. mediteranska prehrana) in 
vseživljenjsko učenje naj bi zmanjšalo tveganje za demenco (19, 24).  
Farmakološko zdravljenje bolnikov poteka z zaviralci ChE, za zdravljenje blage do hude 
oblike Alzheimerjeve demence pa se uporablja tudi memantin kot nekompetitven 
antagonist NMDA (N-metil-D-aspartat) receptorjev in agonist dopamina. Ob pravočasnem 
predpisu zdravil le-ta izboljšajo kvaliteto življenja tako pacientu, kot tudi njegovim 
skrbnikom, čeprav ne vplivajo bistveno na potek ali napredovanje bolezni. Kot podporno 
terapijo se uporablja še antipsihotike in antidepresive (24, 25). 
1.3.1 Registrirane zdravilne učinkovine v Sloveniji 
V Sloveniji so trenutno za zdravljenje AB registrirani donepezil, rivastigmin in galantamin 
kot predstavniki zaviralcev ChE (Slika 2) ter memantin kot blokator NMDA receptorjev 
(26). Obe farmakološki skupini zdravil sta glede na raziskave uspešni pri zdravljenju 
vedenjskih in psiholoških simptomov demenc, kljub temu pa zaradi nasprotnih rezultatov 
raziskav nekatere Evropske smernice ne priporočajo sočasnega zdravljenja z zaviralcem 
AChE in antagonistom NMDA receptorja (16). 
Med zaviralci ChE ni večjih razlik v učinkovitosti, najbolj vidni učinki pa so pri pacientih, 
ki te učinkovine začnejo uporabljati takoj po potrditvi diagnoze demence. 
Donepezil in galantamin se presnavljata preko CYP450 izoencimov 2D6 in 3A4, zato je 





Slika 2: Strukture v Sloveniji registriranih zaviralcev ChE in njihove IC50 vrednosti na 
ChE. Prirejeno po (5). 
 
Donepezil je specifičen in reverzibilen zaviralec encima AChE, ki je poglavitna ChE v 
možganih. In vitro je 1000× močnejši zaviralec AChE kot BChE, ki prevladuje predvsem 
izven CŽS. Indiciran je za simptomatsko zdravljene blage do zmerno hude AB (26). 
Galantamin je terciarni alkaloid, selektiven, kompetitivni in reverzibilni zaviralec AChE. 
Poleg tega z vezavo na alosterično mesto na nikotinskih receptorjih poveča delovanje ACh 
in tako poveča aktivnost holinergičnega sistema in z njo povezano kognitivno funkcijo 
bolnikov z AB. Indiciran je za simptomatsko zdravljenje blage do zmerno hude AB (26). 
Rivastigmin je zaviralec AChE in BChE karbamatnega tipa. Reagira s katalitsko AK serin 
v ChE in ju na ta način inaktivira. Indiciran je za simptomatsko zdravljenje blage do 
zmerno težke AB (26). 
Memantin je napetostno odvisni, nekompetitivni antagonist receptorjev NMDA. Uravnava 
učinke patološko povečanih toksičnih vrednosti glutamata, ki lahko vodijo v nevronsko 
disfunkcijo. Preko zaviranja NMDA receptorjev zavira vstop glutamata v živčne celice in 
tako zavira z glutamatom povzročene poškodbe živčnih celic, zato lahko začasno upočasni 
napredovanje kognitivnega upada. Indiciran je za zdravljenje bolnikov z zmerno do hudo 
AB. Uporablja se lahko samostojno ali v skladu predvsem z smernicami ameriških 
združenj, kot dodatek ChE zaviralcem (16, 25, 26). 
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1.4 HOLIN ESTERAZE KOT TARČE ZDRAVLJENJA AB 
 
ChE sodijo v skupino encimov α/β-hidrolaz, ki katalizirajo reakcijo hidrolize ACh do 
holina in acetata. Ta reakcija je nujna za povrnitev holinergičnega nevrona v fazo 
mirovanja po aktivaciji (27, 28). 
 
1.4.1 Podobnosti in razlike med AChE in BChE 
Pri človeku poznamo dve ChE: AChE in BChE. Aktivnost AChE je ključna v zdravih 
možganih (80 %), medtem ko so sprva za aktivnost BChE mislili, da je nepomembna za 
nemoteno delovanje CŽS. Aktivnost BChE je večinoma povezana s celicami glije, kot tudi 
z žilnimi in strukturami in z BChE pozitivnimi nevroni talamusa, neokorteksa in amigdale 
(5). 
Kljub strukturni podobnosti z AChE se encima razlikujeta po substratni specifičnosti in 
sposobnosti hidrolize ACh; BChE ga hidrolizira počasneje kot AChE (29). BChE lahko 
uspešno hidrolizira ACh in reši holin esterazno funkcijo pri miših z izbitim genom za 
AChE, zato naj bi BChE deloval kot koregulator holinergične aktivnosti v CŽS (5). 
Raven BChE v določenih delih možganov se v poznih fazah AB poveča. Povečanje 
razmerja aktivnosti med BChE in AChE iz 0,2 na kar 11,0 v določenih predelih možganov 
(v neokorteksu in limbičnih strukturah kot sta hipokampus in amigdala) namiguje na 
premik iz podporne na vodilno vlogo BChE pri hidrolizi ACh. Zaradi premika razmerja v 
korist BChE pri zmerni do pozni obliki AB in obetajočih prokognitivnih učinkov zaviranja 
BChE in vivo, je postala uporaba selektivnih zaviralcev BChE perspektivna alternativa 
zdravljena AB. Dodatna prednost alternativnega zdravljena s selektivnimi zaviralci BChE 
je dvig znižanih ACh vrednosti in kognitivnih funkcij, ki ga ne spremljajo periferni 
(parasimpatomimetični) stranski učinki, ki omejujejo uporabo zaviralcev AChE. Slabost 
klasičnih AChE zaviralcev sta stranska neželena učinka slabost in bruhanje kot posledica 
AChE na periferiji. Selektivno zaviranje možganske BChE predstavlja uporabno strategijo 
za dvig ravni ACh in izboljšanje kognitivnih sposobnosti pri pacientih z napredovalo 




1.4.1.1 S strukturo povezano delovanje holinesteraz 
 
Splošna struktura obeh ChE je zelo podobna zaradi skoraj 65 % homologije AK zaporedja. 
Strukturna posebnost encima je hidrofobni žep – aktivno mesto, ki je globoko približno 20 
Å, in se razširi na dnu žepa. Aktivno mesto je sestavljeno iz katalitične triade, holin-
vezavnega žepa in acil-vezavnega žepa (Slika 3). Katalitična triada, ki sodeluje pri 
hidrolizi iz ACh, je pri človeški/humani (h)AChE sestavljena iz treh ohranjenih AK 
ostankov: Ser203, His447 in Glu334, pri hBChE pa so to Ser198, His438 in Glu325. 
Hidroliza estra vodi v tvorbo prostega holina in acilnega/acetilnega fragmenta vezanega na 
katalitični Ser. Aciliran intermediat podleže nukleofilnemu napadu molekule vode, pri 
čemer ima pomembno vlogo His, saj polarizira molekulo vode, ki napade karbonilno 
skupino acilnega intermediata. To sosledje reakcij vodi do nastanka molekule ocetne 
kisline (acetata), hkrati pa regenerira encim (27, 29). Na vhodu v aktivno mesto se nahaja 
periferno anionsko vezavno mesto (angl. peripherial anionic site, PAS), pri hAChE 
sestavljeno iz Asp72, Tyr334, Tyr121, Trp279 in Tyr70, medtem ko PAS hBChE ne 
vsebuje zadnjih treh AK ostankov, temveč le Asp70 in Tyr332. Gre za pomemben 
strukturni element ChE, ki poskrbi za prvi stik encima s substratom (aromatske AK s 
pozitivno nabitim delom ACh tvorijo kation-π interakcije) in njegovo optimalno orientacijo 
za vstop v aktivno mesto, kjer se vrši hidroliza estrske vezi. Ker naj bi bil ta del vključen 
tudi v spodbujanje agregacije Aβ (obe ChE interagirata z možganskimi fibrili Aβ (30)), bi 
lahko z zaviralci, usmerjenimi hkrati proti PAS in aktivnemu mestu ChE, preprečili 
kopičenje amiloidnih plakov kot tudi zavirali ChE (28, 30–32). Za ustrezno orientacijo 
substrata ter tvorbo in stabilizacijo prehodnega stanja kompleksa encim-substrat je 
pomembna oksianionska luknja, ki je pri hAChE sestavljena iz ohranjenih N-H dipolov 
AK glavne verige Gly118, Gly119 in Ala201, pri hBChE pa iz Gly116, Gly117 in Ala119. 
Stabilizacija prehodnega stanja se vrši preko tvorbe vodikovih vezi med AK oksianionske 





Slika 3: Struktura aktivnega mesta encimov hAChE (levo) in hBChE (desno). Prirejeno po 
(28).  
 
1.4.1.2 Ključne razlike med AChE in BChE 
 
Razlike v strukturnih značilnostih obeh encimov prispevajo k njunima substratnima 
specifičnostima. AChE je visoko selektivna za hidrolizo ACh, medtem ko je BChE s 
presnovo številnih, večjih nevroaktivnih peptidov manj substratno specifična. Ključni 
sestavni del holinesteraz, odgovoren za substratno specifičnost, je acil-vezavni žep, ki skrbi 
za prileganje acilnega dela substrata med hidrolizo. Pri hAChE acil-vezavni žep vsebuje 
Trp233, Phe288, Phe290 in Phe331, pri hBChE pa sta dva aromatska Phe (Phe288 in 
Phe290), ki preprečita večjim substratom dostop do katalitičnega centra, zamenjana z 
alifatskima Leu286 in Val288. Acil-vezavni žep in posledično aktivno mesto hBChE je 
zato večje (prostornina 500 Å
3
 pri hBChE in 300 Å
3 
pri hAChE) (25, 27, 29). Holin-
vezavni žep skrbi za akomodacijo kvarternih amonijevih ionov preko aromatskega AK 
ostanka Trp s kation-π interakcijami. Pri hAChE je holin-vezavni žep sestavljen iz Trp84, 
Glu199 in Phe330, medtem ko je pri hBChE Phe330 zamenjan z Ala328. Odsotnost tega 
ostanka vpliva na afiniteto določenih zaviralcev (28, 32). Encima se posledično razlikujeta 
v kinetiki; AChE je najbolj učinkovita pri nizkih koncentracijah substrata, medtem ko je 
Km za BChE višja in posledično je BChE manj učinkovit pri nižjih ter zelo učinkovit pri 
višjih koncentracijah substrata, kjer pride do izraza substratna inhibicija AChE (33). 
 
1.4.2 Vloga BChE v telesu 
 
BChE, imenovana tudi psevdoholin esteraza oziroma plazemska holin esteraza, se 
primarno nahaja v jetrih in v primerjavi z AChE veliko hitreje hidrolizira butirilholin, kar 
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jo v osnovi ločuje od AChE (27). BChE je α-glikoprotein z biološko razpolovno dobo 
približno 12 dni, ki hidrolizira holin in alifatske estre. Nahaja se v številnih centralnih in 
perifernih tkivih (možgani, koža, plazma,…). hBChE je dokazano varna in učinkovita pri 
zdravljenju zastrupitev z organofosfati, zaradi sposobnosti hidrolize kokaina se bi lahko v 
prihodnosti uporabljala tudi za zdravljenje odvisnosti od kokaina. Opisane so številne 
mutacije BChE s povišano aktivnostjo hidrolize kokaina, nekatere so se izkazale za varne 
in učinkovite pri zdravljenju odvisnosti. Poleg že predhodno opisane povezave BChE z 
AB, naj bi BChE vplivala na telesno težo, izločanje inzulina in rezistenco na inzulin preko 
hidrolize grelina. Ta pot bi lahko bila po nekaterih študijah povezana tudi z agresivnim 
vedenjem pri miših (29). Povečana aktivnost encima je vidna še pri uremiji, 
hipertiroidizmu, debelosti, diabetesu in hiperlipidemiji. Sintetizira se v jetrih, zato se njen 
plazemski nivo zniža pri akutni ali kronični poškodbi jeter, cirozi ter jetrnih metastazah. 
Njena aktivnost je povezana s serumskimi koncentracijami holesterola in trigliceridov (24).  
 
1.4.3 Načrtovanje zaviralcev BChE 
 
Program LiSiCa (angl. ligand similarity using clique algorithm) se uporablja za virtualno 
rešetanje na osnovi strukture liganda. Glavni namen le-tega je najti nove spojine, podobne 
izhodni, ob predpostavki, da imajo strukturno podobne spojine podobno aktivnost. Z 
uporabo hitrega algoritma LiSiCa maksimalne klike najde 2- do 3- dimenzijske podobnosti 
med paroma molekul in jih doda v knjižnico potencialno aktivnih spojin. Stopnja 
podobnosti med spojinami je predstavljena s Tanimotovim koeficientom, čigar vrednosti 
so med 0 in 1. LiSiCa je zmožna na podlagi znanega liganda najti spojine, ki se po 
strukturi/ogrodju razlikujejo od referenčne spojine, kar omogoča skeletni preskok (angl. 
scaffold hopping) (34, 35). Pri načrtovanju spojin je bil kot nanomolarni zaviralec hBChE 
uporabljen 1,3-disubstituiran piperidinski analog, na podlagi katerega so odkrili številne 
nove, strukturno različne zaviralce hBChE. Za nadaljnjo optimizacijo smo si izbrali 
spojino A (Slika 4), ki zavira hBChE z IC50 = 99,8 ± 8,7 nM, hAChE pa zavira z IC50 








2 NAMEN DELA 
 
Raziskovalci Fakultete za farmacijo v sodelovanju s Kemijskim inštitutom so s programom 
LiSiCa identificirali spojino zadetek A, ki v nanomolarnem območju (IC50 = 99,8 ± 8,7 
nM) zavira encimsko aktivnost hBChE. Namen našega dela je na podlagi strukture te 
spojine načrtovati in izvesti sintezo heterocikličnih analogov, kot je prikazano na Sliki 5. 
Ugotoviti želimo, kako zamenjava 4-fluorofenetilnega dela s (hetero)aromatskimi 
fragmenti vpliva na zaviralno delovanje na encimih hBChE in hAChE. 
 
Pri vseh spojinah bomo ohranili N-alkiliran piperidinski obroč ter etilni/vinilni distančnik 
do (hetero)aromatskega fragmenta. 4-Fluorofenetil bomo zamenjali z naftalenom, 3-
trifluorometilbenzenom, benzimidazolom, N-metilbenzimidazolom, benzoksazolom ter 
benzotiazolom. 
Identiteto in čistost sintetiziranih analogov bomo preverili s spektroskopskimi in 
kromatografskimi analitskimi metodami. Z in vitro biokemijskimi testiranjem po 
Ellmanovi metodi (36) bomo ovrednotili zaviralno aktivnost spojin in selektivnost za tarčni 
encim hBChE.  
 
Slika 5: Načrtovanje zaviralcev hBChE na osnovi spojine zadetka A.  
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Pri delu smo uporabljali reagente in topila različnih proizvajalcev (Sigma Aldrich, Merck, 
Fluka, TCI Europe, Apollo Scientific, Fluorochem, Carlo Erba), ki so bili uporabljeni brez 
posebne predpriprave.  
3.2 SINTEZA SPOJIN 
 
Mešanje in segrevanje reakcijskih zmesi 
Pri vseh postopkih mešanja in segrevanja smo uporabljali magnetno mešalo, ki je 
sestavljeno iz grelnika z oljno kopeljo (silikonsko olje) in teflonskega magneta. 
Odstranjevanje topil pri znižanem tlaku (uparevanje) 
Uporabili smo rotacijska vakuumska uparjevalnika (v nadaljevanju rotavapor): 
- Rotavapor R-205, opremljen z regulatorjem tlaka Vakuum Controller V-850, ki 
zagotavlja željen podtlak v sistemu, in membransko črpalko Vac V-500 švicarskega 
proizvajalca Büchi. Podtlak smo prilagodili topilu, katerega smo želeli odstraniti iz 
reakcijske zmesi, temperaturo vodne kopeli (Büchi Waterbath B-480) pa nastavili na 50 °C 
ter 
- Rotavapor R-124 povezan z vodno črpalko, temperaturo vodne kopeli (Büchi Waterbath 
B-490) pa smo nastavili na 50–60 °C. 
Filtriranje s presesavanjem 
Za filtriranje s presesavanjem smo uporabili filter papir in vodno črpalko, s katero smo 
med filtriranjem zagotovili odsesavanje zraka (podtlak) v presesalni erlenmajerici. 
Risanje in poimenovanje spojin 
Za risanje struktur in reakcijskih shem ter poimenovanje spojin smo uporabili računalniški 
program ChemDraw Professional 14.0 (proizvajalec Perkin Elmer).  
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3.3 ANALITSKE METODE 
 
Kromatografske metode 
Tankoplastna kromatografija (TLC) 
Potek reakcij smo spremljali s TLC, kjer smo uporabili plošče Silikagel 60 F254 
proizvajalca Merck z 0,20 mm debelim nanosom silikagela na aluminijastem nosilcu 
velikosti 20 × 20 cm z dodanim fluorescenčnim indikatorjem ter mobilne faze, ki so 
navedene pri posameznih spojinah. Za detekcijo spojin na kromatogramih smo uporabili 
UV svetlobo (λ = 254 nm in λ = 366 nm) in raztopine različnih orositvenih reagentov 
(ninhidrin, bromkrezol zeleno, fosfomolidbenska kislina). 
»Flash« kolonska kromatografija 
Za čiščenje produktov smo uporabili »flash« kolonsko kromatografijo (v nadaljevanju 
kolonska kromatografija). Stacionarna faza je bil silikagel 60 z velikostjo delcev 0,040–
0,063 mm proizvajalca Merck, mobilne faze pa so navedene pri opisih postopkov sinteze 
in čiščenja. 
Analitska HPLC 
Analitsko HPLC smo izvedli na UHPLC sistemu Thermo Fisher UltimMate 3000. 
Uporabili smo kolono Waters Acquity UPLC HSS C18 1,8 µm; 2,1 × 50 mm, 
termostatirano na 40 C. Hitrost pretoka mobilne faze je bila 0,4 mL/min, volumen 
injiciranja 1 L (cvzorca = 0,2 mg/mL v MeCN), spojine pa smo zaznali pri 220 nm. 
Mobilna faza je bila mešanica 0,1 % TFA v bidestilirani vodi (pridobljena z Millipore 
Advantage A10 sistemom) in MeCN. Gradient je bil: 0–7 min, 10  90 % MeCN; 7–10 
min, 90 % MeCN.  
Reverznofazna preparativna kromatografija 
Reverznofazno preparativno kromatografijo smo izvedli na sistemu Biotage Isolera One, 
kjer smo uporabili kolono Biotage SNAP Cartridge KP-C18-HS (12 g). Mobilna faza je 






Jedrska magnetnoresonančna spektroskopija (NMR) 
Z NMR smo potrdili identiteto spojin in preverili njihovo čistost. Vmesnim spojinam smo 
posneli le 
1
H NMR spekter, končnim spojinam pa še 
13
C NMR spektre. NMR spektre smo 
posneli na spektrometru Bruker AVANCE III 400 MHz. Vzorce smo raztopili v 
devteriranih topilih CDCl3 in DMSO-d6. Kemijske premike () v enotah »parts per 
million« (ppm) smo podali glede na signal topila, sklopitvene konstante (J) v Hertzih (Hz), 
vrhove pa smo označili z oznakami za singlet (s), široki singlet (bs), multiplet (m), dublet 
(d), široki dublet (bd), triplet (t), kvartet (q), pentet (p), dublet dubleta (dd), dublet dubleta 
dubleta (ddd), dublet tripleta (dt), triplet dubleta (td), triplet dubleta dubleta (tdd). Za 
obdelavo spektrov smo uporabili program MestReNova 10.0.2-15465 proizvajalca 
Mestrelab Research S.L. 
Infrardeča spektroskopija (IR) 
IR spektre smo posneli na FT-IR spektrofotometru Spectrum BX (Perkin Elmer) s tehniko 
oslabljenega popolnega odboja ATR. 
Masna spektroskopija (MS) 
Masne spektre visoke ločljivosti (HRMS) smo posneli na masnem spektrometru Q 
Executive Plus proizvajalca Thermo Scientific, masne spektre (MS) pa na sistemu 
Expression CMS proizvajalca Advion s tehniko razprševanja ESI. 
Določevanje temperatur tališč  
Temperaturo tališča spojin v trdnem agregatnem stanju smo določili s pomočjo talilnega 




3.4 BIOKEMIJSKO TESTIRANJE  
 
Končnim spojinam smo z Ellmanovo metodo ovrednotili zaviralno delovanje na encimu 
hBChE in selektivnost v primerjavi s hAChE. Zaviralno aktivnost spojin smo opredelili z 
vrednostjo IC50, ki pove, kakšna koncentracija spojine je potrebna, da se aktivnost encima 
zmanjša za 50 %.  
Ellmanova metoda 
Ellmanova metoda je biokemijska metoda, ki temelji na hidrolizi butiriltioholina oz. 
acetiltioholina z encimoma hBChE oz. hAChE in reakciji nastalega tioholina z 
Ellmanovim reagentom (5,5'-ditiobis[2-nitrobenzojska kislina], DTNB) pri kateri nastaja 
mešan disulfid in rumeno obarvan 5-tio-2-nitrobenzoatni anion. Nastajanje 
nitrobenzoatnega aniona smo spremljali v intervalu ene minute od dodatka substrata kot 
spremembo absorbance pri λ = 412 nm.  
Ob prisotnosti zaviralca se zmanjša nastajanje tioholina in posledično rumeno obarvanega 
nitrobenzoatnega aniona, kar zaznamo kot zmanjšanje absorbance.  
Materiali in aparature:  
 - Ellmanov reagent: 5,5'-ditiobis (2-nitrobenzojska kislina), DTNB (Sigma Aldrich)  
 - Substrat: S-butiriltioholin jodid (BTCI) (Sigma Aldrich)  
 - Substrat: S-acetiltioholin jodid (ATCI) (TCI Europe)  
 - Encim: rekombinantna človeška butirilholin esteraza (hBChE) (16,5 mg/mL)  
 - Encim: rekombinantna človeška acetilholin esteraza (hAChE) (14,3 mg/mL)  
 - Pufer: 0,1 M fosfatni pufer s pH = 8,0 (Na2HPO4 × 2H2O, Merck Millipore)  
 - Topilo: DMSO (Honeywell)  
 - Zaviralci: spojine 36–48 
Meritve smo opravili z čitalcem mikrotitrskih plošč Synergy H4 in programsko opremo 




Izvedba testa in analiza rezultatov  
Vse meritve smo izvajali v triplikatih in s končnim volumnom reakcijske zmesi 300 μL. Na 
mikrotitrsko ploščico smo najprej nanesli osnovno raztopino DTNB. Končna raztopina je 
vsebovala 370 μM DTNB. Nato smo v triplikatu pipetirali raztopine testnih spojin 
padajočih koncentracij in encim ter 5 minut inkubirali pri sobni temperaturi, da se je 
vzpostavilo ravnotežje med zaviralcem in encimom. Reakcijo smo sprožili z dodatkom 
substrata (BTCI oz. ATCI) pri sobni temperaturi in takoj pričeli z 1-minutnim merjenjem 
absorbance pri λ = 412 nm. Koncentracija substrata v končni raztopini je bila 500 μM. Za 
določitev nastajanja 5-tio-2-nitrobenzoatnega aniona v kontrolnem vzorcu smo zaviralec 
nadomestili z enakim volumnom DMSO (1 %).  
Nato smo iz triplikatov absorbanc izračunali povprečje (povprečni naklon) in iz teh 
povprečno hitrost za vse koncentracije posamezne spojine (vi) ter iz kontrolnega vzorca 
vrednost začetne hitrosti (v0). Inhibitorni učinek testnih spojin smo izrazili z rezidualno 
aktivnostjo encima RA (RA = vi/v0) in narisali graf odvisnosti RA od koncentracije 
spojine. Iz tega smo s pomočjo programske opreme GraphPad Prism 8.0 izračunali 
vrednost IC50 (srednja inhibitorna koncentracija) po enačbi:  
Y = Min + [Max – Min]/[1 + 10(LogIC50 – X)×Hill)], pri čemer X predstavlja logaritem 
koncentracije zaviralca in Y = RA vrednosti pri koncentraciji spojine X.   
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4 EKSPERIMENTALNO DELO 
 




Izhodno nipekotinsko kislino (10,0 g, 77,5 mmol, 1 ekv) smo raztopili v zmesi 1 M 
NaOH(aq) (80 mL) in dioksana (80 mL), ter nastalo reakcijsko zmes ohladili na ledeni 
kopeli do približno 0 °C. Ohlajeni reakcijski zmesi smo dodali Boc2O (20,3 g, 93,0 mmol, 
1,2 ekv) raztopljen v dioksanu (80 mL), in pustili mešati čez noč pri sobni temperaturi. 
Naslednji dan smo pod znižanim tlakom odparili približno polovico topila, preostanek pa 
prenesli v lij ločnik in ga nakisali z 1 M HCl(aq) do pH 2–3. Vodno fazo smo ekstrahirali z 
EtOAc (1 × 200 mL, 2 × 100 mL), združene organske faze posušili z Na2SO4, prefiltrirali 
in odstranili topilo pod znižanim tlakom (v nadaljevanju uparevanje topila). 
1-(Terc-butoksikarbonil)piperidin-3-karboksilna kislina (1) M = 229,28 g/mol 
Izgled: bela oborina Ttal: 130–132 °C 
TLC: Rf (EtOAc/Hex = 1/1) = 0,43 
Izkoristek reakcije: > 110,7 % (vsebuje topila) 
1
H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
1.40–1.50 (m, 10H), 1.60–1.74 (m, 2H), 2.04–2.10 (m, 1H), 2.48 
(tt, J = 10.2, 4.0 Hz, 1H), 2.86 (ddd, J = 13.6, 10.8, 3.0 Hz, 1H), 
3.04 (bs, 1H), 3.85–3.90 (m, 1H), 4.10 (bs, 1H). 
 
4.2 Sinteza terc-butil-3-(metoksi(metil)karbamoil)piperidin-3-






Spojino 1 (27,76 g, 121,07 mmol, 1,0 ekv) smo raztopili v DKM (250 mL), ji dodali TBTU 
(46,65 g, 145,28 mmol, 1,2 ekv), Et3N (84,4 mL, 605,35 mmol, 5 ekv) in N,O-
dimetilhidroksilamonijev klorid (14,17 g, 145,28 mmol, 1,2 ekv), ter reakcijsko zmes 
mešali pri sobni temperaturi 15 ur. Nato smo uparili DKM, preostanku v bučki pa smo 
dodali EtOAc (cca 200 mL). Zmes smo spirali z 1 M HCl(aq) (2 × 100 mL), NaHCO3(aq, 
nas) (2 × 100 mL) in NaCl(aq, nas) (1 × 100 mL). Združene organske faze smo posušili z 
Na2SO4, filtrirali in uparili topilo. Dobljen surovi produkt smo očistili s kolonsko 
kromatografijo (MF = EtOAc/Hex = 1/1). 
Terc-butil-3-(metoksi(metil)karbamoil)piperidin-3-karboksilat (2) M = 272,35 
g/mol 
Izgled: bela oborina Ttal: 73–75 °C 
TLC: Rf (EtOAc/Hex = 1/1) = 0,41 
Izkoristek reakcije: 92,7 % 
1
H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
1.40–1.51 (m, 10H), 1.59–1.73 (m, 2H), 1.90 (bd, J = 13.2 Hz, 
1H), 2.65–2.71 (m, 1H), 2.78–2.85 (m, 2H), 3.16 (s, 3H), 3.71 (s, 
3H), 4.10 (bs, 2H) 
 




Spojino 2 (17,173 g, 63,1 mmol, 1,0 ekv) smo raztopili v brezvodnem THF. Reakcijsko 
zmes smo mešali na ledeni kopel in zagotovili inertno atmosfero z argonom. Zatem smo 
dodali LiAlH4 (3,80 g, 94,6 mmol, 1,5 ekv) in reakcijsko zmes pustili mešati 1,5 ure na 
ledeni kopeli. Po pretečenem času smo reakcijo ustavili z NaHCO3(aq, nas) (200 mL). 
Raztopino smo filtrirali pod znižanim tlakom (v nadaljevanju nučanje). Sledila je 
ekstrakcija matičnice z EtOAc (1 × 200 mL, 1 × 100 mL). Združene organske faze smo 
sprali z NaHCO3(aq, nas) (100 mL), posušili z Na2SO4, filtrirali in uparili topilo. 
Terc-butil-3-formilpiperidin-1-karboksilat (3) M = 213,28 g/mol 
Izgled: brezbarvno olje 
TLC: Rf (EtOAc/Hex = 2/1) = 0,63 
Izkoristek reakcije: 89,4 % 
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Raztopini 4-metilkinolina - lepidina (5,0 g, 34,92 mmol, 1,0 ekv) v CCl4 (20 mL) smo 
postopoma dodali NBS (13,68 g, 76,8 mmol, 2,2 ekv) in AIBN (0,86 g, 3,50 mmol, 0,1 
ekv). Reakcijsko zmes smo mešali pri 80 °C 18 ur in ji zagotovili inertno atmosfero z 
argonom. Po tem času smo nastalo raztopino filtrirali in filtrat uparili. Produkt smo čistili s 
kolonsko kromatografijo (MF = DKM/Hex = 1/1), kjer smo izolirali pretežno dibromiran 
stranski produkt. 




Raztopino 2-aminofenola (5,0 g, 45,8 mmol, 1,0 ekv) v toluenu (200 mL) smo prepihali z 
argonom, ji dodali kloroacetil klorid (5,6 mL, 68,7 mmol, 1,5 ekv) in nato postopoma še 
Et3N (7 mL, 50,4 mmol, 1,1 ekv). Reakcijsko zmes smo mešali 2 uri pri sobni temperaturi, 
zatem pa še čez noč pri 120 °C. Reakcijsko zmes smo ohladili na sobno temperaturo in 
uparili topilo. Zaostanko smo dodali NaHCO3(aq, nas) (200 mL) in EtOAc (250 mL) ter 
ločili fazi. Organske fazo posušili z Na2SO4, filtrirali in uparili topilo. 
2-(Klorometil)benzo[d]oksazol (5) M = 167,59 g/mol 
Izgled: rumeno olje 
TLC: Rf (EtOAc/Hex = 1/4) = 0,15 
Izkoristek reakcije: 54,4 % 
1
H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 









Mešanici kinolin-6-karboksilne kisline (3,0 g, 11,24 mmol, 1,0 ekv) in Et3N (1991 µL, 
14,30 mmol, 1,3 ekv) v THF (75 mL) smo dodali EtOCOCl (1361 µL, 14,29 mmol, 1,3 
ekv) in mešali 30 minut na ledeni kopeli pri 0 °C. Po pretečenem času smo dodali še 
raztopino NaBH4 (1802 mg, 47,72 mmol, 4,25 ekv) v vodi (14 mL) in mešali 30 minut, 
nato pa še pri sobni temperaturi čez noč. Naslednji dan smo uparili THF, preostanek pa 
nakisali z 2 M HCl(aq) in nato nevtralizirali z NaHCO3(s). Vodno fazo smo ekstrahirali z 
EtOAc (2 × 30 mL). TLC organske faze je pokazal pristonost več različnih produktov, zato 
smo zmes zavrgli. 




Mešanico 2-hidroksi-3-metilkinoksalina (5,0 g, 31,2 mmol, 1,0 ekv) in brezvodnega 
NaOAc (2,2 g, 26,7 mmol, 0,85 ekv) smo raztopili v brezvodni AcOH (50 mL). K 
reakcijski zmesi smo nato po kapljicah med stalnim mešanjem dodajali Br2 (2 mL, 38,8 
mmol, 1,25 ekv), raztopljen v brezvodni AcOH (20 mL). Nastalo reakcijsko zmes smo 15 
minut segrevali na kopeli pri 150 °C in jo nato ohladili. Izpadle kristale smo odfiltrirali s 
presesavanjem. S pomočjo TLC smo preverili potek reakcije in ugotovili, da je večina 
produkta ostala v matičnici (se ni izoboril), zato z reakcijo nismo nadaljevali. 





Raztopini 2-hidroksi-3-metilkinoksalina (1,36 g, 8,5 mmol, 1,0 ekv) v brezvodni AcOH 
(20 mL) smo med mešanjem preko kapalnika dodali Br2 (1 mL, 19,0 mmol, 2,0 ekv), 
raztopljen v brezvodni AcOH (10 mL). Zatem smo reakcijsko zmes za 1 uro izpostavili 
naravni svetlobi in jo medtem mešali pri sobni temperaturi. Po pretečenem času smo dali 
reakcijsko zmes za 20 minut na ultrazvok, da so se razbile kepice izhodne spojine, ki se v 
AcOH ni raztopila, ter zmes mešali čez noč pri 70 °C. Potek reakcije smo spremljali s TLC 
in NMR, na podlagih katerih smo ugotovili, da reakcija ni potekla. Iz NMR spektra je 
razvidno, da je nastal predvsem dibromiran stranski produkt. 




Mešanico 2-hidroksi-3-metilkinoksalina (0,3 g, 1,9 mmol, 1,0 ekv) in CuBr2 (0,73 g, 3,3 
mmol, 1,75 ekv) smo raztopili v CHCl3 (20 mL) in mešali pri 80 °C čez noč. Potek 
reakcije preverili s TLC in ugotovili, da sta nastala mono in dibromiran produkt, zato smo 




4.10 Splošni postopek sinteze spojin 10–14 
 
 
Spojina R X Izkoristek reakcije 
10  
 
Cl 85,1 % 
11  
 
Cl > 100 % 
12  
 
Cl > 100 % 
13  
 
Br 96,0 % 
14  
 
Cl 24,3 % 
 
Raztopini izhodnega alkih halida (1 ekv) v MeCN (50–100 mL) smo pri sobni temperaturi 
dodali PPh3 (1 ekv). Reakcijsko zmes smo segrevali na oljni kopeli pri 80 °C čez noč. Nato 
smo uparili MeCN, dodali enake volumne DKM in Et2O (~ 30 mL vsakega) in izpadlo 
oborino izolirali s filtracijo z odsesavanjem. Produkt smo sprali z etrom ter sušili v 
sušilniku čez noč. Pri spojini 13 MeCN nismo uparili, temveč smo po refluktiranju 
reakcijsko zmes le ohladili na sobno temperaturo, ji dodali Et2O (~ 20 mL) in izpadlo 




4.11 Splošni postopek sinteze spojin 15–19 
 
 

















Spojine 10–14 (1,1 ekv) smo raztopili v brezvodnem THF (30 mL) in zagotovili inertno 
atmosfero z argonom. Pri sobni temperaturi smo reakcijski zmesi dodali NaHMDS (1,2 
ekv), pri čemer se je reakcijska zmes obarvala oranžno-rjavo. Po 15 minutah mešanja smo 
dodali terc-butil-3-formilpiperidin-1-karboksilat (1 ekv) raztopljen v THF in reakcijsko 
zmes mešali pri sobni temperaturi čez noč. Nato smo po kapljicah dodali nasičeno 
raztopino NaHCO3 (10–15 mL), sledilo je uparevanje topila. Bel zaostanek pa smo 
resuspendirali v EtOAc (50 mL) in NaHCO3(aq, nas) (50 mL) ter vse skupaj prenesli v lij 
ločnik. Po ločitvi faz smo vodno fazo še dodatno ekstrahirali z EtOAc (2 × 100 mL). 
Združene organske faze smo sprali z NaCl(aq, nas) (1 × 100 mL), sušili z Na2SO4, filtrirali 
in uparili topilo. Surovi produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo ter uparili topilo. 
Terc-butil (E)-3-(2-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)vinil)piperidin-1-karboksilat (15) 
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Surovi produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc/Hex = 1/1). 
Terc-butil (E)-3-(2-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)vinil)piperidin-1-
karboksilat (15) 
M = 327,43 g/mol 
Izgled: bela trdna snov Ttal: 66–69 °C 
TLC: Rf (EtOAc/Hex = 1/1) = 0,16 
Izkoristek reakcije: 56,0 % 
1
H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
1.30–1.39 (m, 1H), 1.42–1.51 (m, 1H), 1.46 (s, 9H), 1.66–1.71 
(m, 1H), 1.88–1.92 (m, 1H), 2.30–2.39 (m, 1H), 2.66 (dd, J = 
13.1, 10.3 Hz, 1H), 2.77 (bs, 1H), 3.96 (bs, 1H), 4.04 (bd, J = 13.2 
Hz, 1H), 6.46 (bs, 1H), 6.66 (dd, J = 16.3, 6.8 Hz, 1H), 7.19–7.24 
(m, 2H), 7.52–7.58 (m, 2H), 10.32 (bs, 1H) 
ESI-MS Izračunano za C19H26N3O2 [M+H]
+
 (m/z): 328,2 
Izmerjeno: 328,0 
 
Terc-butil (E)-3-(2-(benzo[d]oksazol-2-il)vinil)piperidin-1-karboksilat (16) 
Surovi produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc/Hex = 1/4). 
Terc-butil (E)-3-(2-(benzo[d]oksazol-2-il)vinil)piperidin-1-
karboksilat (16)  
M = 328,41 g/mol 
Izgled: svetlo rumena oborina Ttal: 95–97 °C 
TLC: Rf (EtOAc/Hex = 1/4) = 0,30 
Izkoristek reakcije: 21,3 %  
1
H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
1.42–1.50 (m, 2H), 1.47 (s, 9H), 1.74 (dt, J = 12.1, 3.3 Hz, 1H), 
1.95–2.00 (m, 1H), 2.41–2.50 (m, 1H), 2.77 (bs, 1H), 2.81–2.87 
(m, 1H), 3.94–3.99 (m, 1H), 4.08 (bs, 1H), 6.49 (dd, J = 16.2, 1.4 
Hz, 1H), 6.92 (dd, J = 16.2, 7.0 Hz, 1H), 7.29–7.33 (m, 2H), 
7.46–7.50 (m, 1H), 7.65–7.70 (m, 1H) 
ESI-MS Izračunano za C19H25N2O3 [M+H]
+






Terc-butil (E)-3-(2-(benzo[d]tiazol-2-il)vinil)piperidin-1-karboksilat (17) 
Surovi produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc/Hex = 1/4). 
Terc-butil (E)-3-(2-(benzo[d]tiazol-2-il)vinil)piperidin-1-
karboksilat (17)  
M = 344,47 g/mol 
Izgled: rjavkasto oranžno olje 
TLC: Rf (EtOAc/Hex = 1/4) = 0,27 
Izkoristek reakcije: 32,4 % 
1
H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
1.39–1.50 (m, 2H), 1.47 (s, 9H), 1.69–1.75 (m, 1H), 1.94–1.99 
(m, 1H), 2.38–2.46 (m, 1H), 2.75 (bs, 1H), 2.79–2.85 (m, 1H), 
3.96 (bd, J = 13.5 Hz, 1H), 4.06 (bs, 1H), 6.62 (dd, J = 16.0, 6.7 
Hz, 1H), 6.77 (dd, J = 16.1, 1.3 Hz, 1H), 7.34 (ddd, J = 8.3, 7.2, 
1.2 Hz, 1H), 7.43 (ddd, J = 8.3, 7.2, 1.3 Hz, 1H), 7.81 (d, J = 8.0 
Hz, 1H), 7.95 (d, J = 8.1 Hz, 1H) 






Terc-butil (E)-3-(2-(naftalen-1-il)vinil)piperidin-1-karboksilat (18) 
Surovi produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = Hex/EtOAc = 9/1). Produkt 
vsebuje 90 % trans derivata in 10 % cis derivata. 
Terc-butil (E)-3-(2-(naftalen-1-il)vinil)piperidin-1-karboksilat (18)  M = 337,46 g/mol 
Izgled: svetlo rumeno olje 
TLC: Rf (MF = Hex/EtOAc = 9/1) = 0,29 
Izkoristek reakcije: 27,2 % 
1
H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
1.38–1.59 (m, 2H), 1.49 (s, 9H), 1.72–1.78 (m, 1H), 2.00–2.06 
(m, 1H), 2.42–2.52 (m, 1H), 2.79 (bs, 1H), 2.85 (ddd, J = 13.1, 
11.1, 3.0 Hz, 1H), 3.98–4.20 (m, 2H), 6.11 (dd, J = 15.7, 6.9 Hz, 
1H), 7.20 (d, J = 15.7 Hz, 1H), 7.41–7.45 (m, 1H), 7.50 (ddd, J = 
7.2, 5.2, 1.7 Hz, 2H), 7.55 (bd, J = 7.1 Hz, 1H), 7.76 (d, J = 8.2 





Terc-butil (E/Z)-3-(3-(trifluorometil)stiril)piperidin-1-karboksilat (19 in 20)  




M = 355,40 g/mol 
Izgled: prozorno olje 
TLC: Rf (MF = PE/Et2O = 2/1) = 0,40 
Izkoristek reakcije: 25,9 % 
1
H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
1.35–1.55 (m, 2H), 1.47 (s, 9H), 1.69–1.73 (m, 1H), 1.90–1.96 
(m, 1H), 2.30–2.39 (m, 1H), 2.72 (bs, 1H), 2.82 (ddd, J = 13.2, 
11.1, 3.1 Hz, 1H), 3.96 (bd, J = 13.5 Hz, 1H), 4.05 (bs, 1H), 6.17 
(dd, J = 16.1, 7.0 Hz, 1H), 6.47 (dd, J = 16.1, 1.2 Hz, 1H), 7.38–





M = 355,40 g/mol 
TLC: Rf (MF = PE/Et2O = 2/1) = 0,45 
Izkoristek reakcije: 25,9 % 
1
H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
1.31–1.51 (m, 2H), 1.44 (s, 9H), 1.64–1.69 (m, 1H), 1.82–1.86 
(m, 1H), 2.61–2.70 (m, 2H), 2.78 (t, J = 12.3 Hz, 1H), 3.98 (bs, 
2H), 5.53 (dd, J = 11.7, 9.9 Hz, 1H), 6.46 (d, J = 11.7 Hz, 1H), 
7.45–7.51 (m, 4H) 
 
4.11.1 Sinteza terc-butil-3-(2-(1-metl-1H-benzo[d]imidazol-2-il)vinil)piperidin-1-




Med mešanjem pri sobni temperaturi smo spojini 15 KNT-4 (0,44 g, 1,34 mmol, 1 ekv), 
raztopljeni v DKM, dodali MeI (0,67 mL, 10,8 mmol, 8 ekv) in kot bazo DIPEA (1,88 mL, 
10,8 mmol, 8 ekv) in mešali pri sobni temperaturi čez noč. Ker glede na TLC analizo 
reakcija ni potekla, smo dodali še Me2SO4 (0,5 mL, 5,36 mmol, 4 ekv) in mešali pri sobni 
 
 31 
temperaturi še 18 ur. Nato smo zmesi dodali NH3(aq, 25 %) (30 mL) in mešali še 30 minut, 
da sta prebitna alkilanta reagirala z NH3. Sledila je ekstrakcija: vodno fazo smo ekstrahirali 
z EtOAc (50 mL), združene organske faze sprali z NaHCO3(aq, nas) (50 mL) in NaCl(aq, 
nas) (50 mL), posušili z Na2SO4 in nato uparili topilo. Surovi produkt smo očistili s 
kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc/Hex = 1/2  1/1). 
Terc-butil-3-(2-(1-metil-1H-benzo[d]imidazol-2-il)vinil)piperidin-
1-karboksilat (21) 
M = 341,46 g/mol 
Izgled: / 
TLC: Rf (EtOAc/Hex = 1/1) = 0,24 
Izkoristek reakcije: 12,4 % 
1
H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
1.35–1.47 (m, 2H), 1.40 (s, 9H), 1.55–1.67 (m, 1H), 1.87–1.96 
(m, 1H), 2.39 (bs, 1H), 2.76 (bs, 2H), 3.69 (s, 3H), 4.00–4.06 (m, 
2H), 6.48 (d, J = 15.7 Hz, 1H), 6.91 (dd, J = 15.7, 7.1 Hz, 1H), 




4.12 Splošni postopek sinteze spojin 22–25  
 
 










Alkenski derivat (15, 18, 19/20 [zmes izomerov], 21) smo raztopili v EtOH (30–50 mL) in 
zmes med mešanjem prepihovali z Ar(g). Reakcijski zmesi smo dodali katalizator Pd/C 
(10–20 % w/w), suspenzijo pa nato mešali pod atmosfero H2(g) (zagotovili z balončki) čez 
noč pri sobni temperaturi. Po pretečenem času smo zmes znova prepihali z Ar(g) in 
odfiltrirali katalizator s presesavanjem, pri čemer se je naš produkt nahajal v matičnici, 
kateri smo uparili topilo.  
Terc-butil 3-(2-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)etil)piperidin-1-
karboksilat (22)  
M = 329,44 g/mol 
Izgled: oranžno olje 
TLC: Rf (MF = EtOAc/Hex = 2/1) = 0,36 
Izkoristek reakcije: 90,5 % 
1
H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
1.33–1.78 (m, 7H), 1.50 (s, 9H), 2.80 (bs, 1H), 2.91–3.10 (m, 
3H), 3.71 (bs, 1H), 3.96 (d, J = 13.3 Hz, 1H), 7.18–7.26 (m, 2H), 
7.41 (bs, 1H), 7.66 (bs, 1H), 10.53 (bs, 1H) 
ESI-MS Izračunano za C19H28N3O2 [M+H]
+







karboksilat (23)  
M = 343,47 g/mol 
Izgled: olje 
TLC: Rf (MF = EtOAc/Hex = 1/1) = 0,17 
Izkoristek reakcije: kvantitativen 
 
Terc-butil 3-(2-(naftalen-1-il)etil)piperidin-1-karboksilat (24)  M = 339,48 g/mol 
Izgled: brezbarvno olje 
TLC: Rf (MF = Hex/EtOAc = 9/1) = 0,22 
Izkoristek reakcije: > 100 % (vsebuje topila) 
1
H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
1.19 (q, J = 10.8 Hz, 1H), 1.46–1.50 (m, 1H), 1.54 (s, 9H), 1.59–
1.78 (m, 4H), 1.94 (bd, J = 12.0 Hz, 1H), 2.62 (bs, 1H), 2.86 (ddd, 
J = 14.0, 11.4, 3.2 Hz, 1H), 3.08–3.18 (m, 2H), 3.97 (bd, J = 12.8 
Hz, 1H), 4.18 (bs, 1H), 7.35 (d, J = 6.4 Hz, 1H), 7.38–7.44 (m, 
1H), 7.47–7.56 (m, 2H), 7.73 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.88 (d, J = 7.6 
Hz, 1H), 8.06 (d, J = 8.3 Hz, 1H) 
ESI-MS Izračunano za C22H30NO2 [M+H]
+
 (m/z): 340,2 
Izmerjeno: 340,0 
 
Terc-butil 3-(3-(trifluorometil)fenetil)piperidin-1-karboksilat (25) M = 357,42 g/mol 
Izgled: črno olje 
TLC: Rf (MF = PE/Et2O = 9/1) = 0,29 
Izkoristek reakcije: 89,2 % 
1
H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
1.11–1.19 (m, 1H), 1.38–1.59 (m, 4H), 1.46 (s, 9H), 1.61–1.67 
(m, 1H), 1.86 (d, J = 13.0 Hz, 1H), 2.56 (bs, 1H), 2.70 (t, J = 7.9 
Hz, 2H), 2.82 (ddd, J = 13.1, 11.1, 3.2 Hz, 1H), 3.88 (bd, J = 13.2 
Hz, 1H), 4.01 (bs, 1H), 7.34–7.39 (m, 2H), 7.41–7.46 (m, 2H) 
ESI-MS Izračunano za C19H26F3NO2+Na [M+Na]
+






4.13 Splošni postopek sinteze spojin 26–35  
 
 






















Izhodno spojino (1 ekv) smo raztopili v EtOH (50–150 mL), ji pri sobni temperaturi dodali 
37 % HCl(aq) (20 ekv) in reakcijsko zmes segrevali približno 1 uro pri 60 °C. Nato smo 






M = 263,77 g/mol 
Izgled: rumena oborina 
TLC: Rf (MF = DKM/MeOH = 9/1) = 0,09 
Izkoristek reakcije: kvantitativen 
1
H-NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) 
1.50 (qd, J = 12.1, 4.1 Hz, 1H), 1.74–1.95 (m, 3H), 2.80–2.94 
(m, 3H), 3.26 (bd, J = 11.6 Hz, 1H), 3.36 (d, J = 11.2 Hz, 1H), 
6.73 (dd, J = 16.4, 1.2 Hz, 1H), 7.33 (dd, J = 16.4, 6.3 Hz, 1H), 
7.51–7.55 (m, 2H), 7.76–7.80 (m, 2H), 9.16 (dd, J = 19.1, 8.8 
Hz, 1H), 9.24 (bd, J = 9.4 Hz, 1H), 15.41 (bs, 1H) 
ESI-MS Izračunano za C14H18N3 [M+H]
+
 (m/z): 228,1 
Izmerjeno: 228,0 
 
3-(2-(1H-Benzo[d]imidazol-2-il)etil)piperidin-1-ijev klorid (27)  M = 265,79 g/mol 
Izgled: bela oborina 
TLC: Rf (MF = DKM/MeOH = 4/1) = 0,38 
Izkoristek reakcije: kvantitativen 
1
H-NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) 
1.19 (qd, J = 12.5, 3.6 Hz, 1H), 1.57–1.69 (m, 1H), 1.71–1.96 
(m, 5H), 2.55–2.63 (m, 1H), 2.71–2.80 (m, 1H), 3.15–3.23 (m, 
3H), 3.31 (bd, J = 11.6 Hz, 1H), 7.50–7.55 (m, 2H), 7.76–7.81 
(m, 2H), 8.79–8.86 (m, 1H), 9.19 (bd, J = 11.4 Hz, 1H), 15.31 
(bs, 1H) 
ESI-MS Izračunano za C14H20N3 [M+H]
+
 (m/z): 230,2 
Izmerjeno: 230,0 
 
(E)-3-(2-(Benzo[d]tiazol-2-il)vinil)piperidin-1-ijev klorid (28)  M = 280,81 g/mol 
Izgled: temno rjavo olje 
TLC: Rf (MF = DKM/MeOH = 4/1) = 0,38 
Izkoristek reakcije: >100 % (prisotno topilo) 
1
H-NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) 
1.49 (qd, J = 12.1, 4.0 Hz, 1H), 1.74–1.95 (m, 3H), 2.75–2.87 
(m, 3H), 3.23 (d, J = 12.9 Hz, 1H), 3.36 (d, J = 11.7 Hz, 1H), 
6.74 (dd, J = 16.1, 6.2 Hz, 1H), 6.88 (dd, J = 16.1, 1.1 Hz, 1H), 
7.43 (ddd, J = 8.4, 7.2, 1.3 Hz, 1H), 7.50 (ddd, J = 8.2, 7.2, 1.4 
Hz, 1H), 7.93–7.95 (m, 1H), 8.05–8.09 (m, 1H), 9.06–9.14 (m, 
1H), 9.21 (bd, J = 13.0 Hz, 1H) 
ESI-MS Izračunano za C14H17N2S [M+H]
+








M = 279,81 g/mol 
1
H-NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) 
Analitskih podatkov za spojino 29 zaradi premajhne količine 
vzorca nismo pridobili. 
 
(E)-3-(2-(Benzo[d]oksazol-2-il)vinil)piperidin-1-ijev klorid (30)  
 
M = 264,75 g/mol 
Izgled: rjavo-oranžna oborina 
TLC: Rf (MF = DKM/MeOH = 9/1) = 0,40 
Izkoristek reakcije: 22,0 % 
1
H-NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) 
Spektra za spojino 30 zaradi premajhne količine vzorca nismo 
posneli. 
ESI-MS Izračunano za C14H17N2O [M+H]
+
 (m/z): 229,1 
Izmerjeno: 229,0 
 
(E)-3-(2-(Naftalen-1-il)vinil)piperidin-1-ijev klorid (32)  M = 273,80 g/mol 
Izgled: bela oborina Ttal: 138–139 °C 
TLC: Rf (MF = DKM/MeOH = 9/1) = 0,30 
Izkoristek reakcije: >100 % (prisotno topilo) 
1
H-NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) 
1.53 (qd, J = 12.4, 3.9 Hz, 1H), 1.69–1.82 (m, 1H), 1.85–1.90 
(m, 1H), 1.95–2.01 (m, 1H), 2.70–2.79 (m, 1H), 2.82–2.91 (m, 
2H), 3.26 (bd, J = 12.2 Hz, 1H), 3.39 (bd, J = 12.9 Hz, 1H), 6.22 
(dd, J = 15.8, 6.7 Hz, 1H), 7.29 (d, J = 15.8 Hz, 1H), 7.47–7.58 
(m, 3H), 7.63 (dd, J = 7.3, 1.2 Hz, 1H), 7.85 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 
7.92–7.94 (m, 1H), 8.19–8.21 (m, 1H), 8.83–8.93 (m, 1H), 9.01 
(d, J = 9.5 Hz, 1H) 
ESI-MS Izračunano za C17H20N [M+H]
+






3-(2-(Naftalen-1-il)etil)piperidin-1-ijev klorid (32)  M = 275,82 g/mol 
Izgled: rjavo-siva oborina Ttal: 154–156 °C 
TLC: Rf (MF = DKM/MeOH = 9/1) = 0,28 
Izkoristek reakcije: kvantitativen 
1
H-NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) 
1.23 (qd, J = 12.4, 3.8 Hz, 1H), 1.55–1.70 (m, 3H), 1.77–1.87 
(m, 2H), 1.93–1.97 (m, 1H), 2.55–2.64 (m, 1H), 2.71–2.79 (m, 
1H), 3.01–3.14 (m, 2H), 3.19 (bd, J = 12.6 Hz, 1H), 3.29 (bd, J 
= 11.7 Hz, 1H), 7.37–7.45 (m, 2H),7.49–7.57 (m, 2H), 7.77 (dt, 
J = 8.0, 1.0 Hz, 1H), 7.92 (dd, J = 7.9, 1.6 Hz, 1H), 8.05 (dd, J = 
8.4, 1.4 Hz, 1H), 8.71–8.79 (m, 1H), 9.01 (bd, J = 9.5 Hz, 1H) 
ESI-MS Izračunano za C17H22N [M+H]
+
 (m/z): 240,2 
Izmerjeno: 240,0 
 
(Z)-3-(3-(Trifluorometil)stiril)piperidin-1-ijev klorid (33)  M = 291,74 g/mol 
Izgled: bela oborina 
TLC: Rf (MF = DKM/MeOH = 9/1) = 0,32 
Izkoristek reakcije: kvantitativen 
1
H-NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) 
Spektra za spojino 33 zaradi premajhne količine vzorca nismo 
posneli. 
ESI-MS Izračunano za C14H17F3N [M+H]
+
 (m/z): 256,1 
Izmerjeno: 256,0 
 
(E)-3-(3-(Trifluorometil)stiril)piperidin-1-ijev klorid (34)  M = 291,74 g/mol 
Izgled: bela oborina Ttal: 148–149 °C 
TLC: Rf (MF = DKM/MeOH = 9/1) = 0,28 
Izkoristek reakcije: kvantitativen 
1
H-NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) 
1.44 (qd, J = 13.2, 4.2 Hz, 1H), 1.66–1.78 (m, 1H), 1.82–1.90 
(m, 2H), 2.60–2.68 (m, 1H), 2.73–2.82 (m, 2H), 3.23 (d, J = 
12.3 Hz, 1H), 3.29 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 6.41 (dd, J = 16.2, 6.7 
Hz, 1H), 6.61 (dd, J = 16.3, 1.1 Hz, 1H), 7.55–7.61 (m, 2H), 
7.72–7.75 (m, 1H), 7.78 (s, 1H), 8.87 (bs, 1H), 8.96 (bs, 1H) 
ESI-MS Izračunano za C14H17F3N [M+H]
+






3-(3-(Trifluorometil)fenetil)piperidin-1-ijev klorid (35)  M = 293,76 g/mol 
Izgled: svetlo rumena oborina 
TLC: Rf (MF = DKM/MeOH = 9/1) = 0,29 
Izkoristek reakcije: kvantitativen 
1
H-NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) 
Spektra za spojino 35 zaradi premajhne količine vzorca nismo 
posneli. 
ESI-MS Izračunano za C14H19F3N [M+H]
+
 (m/z): 258,1 
Izmerjeno: 258,0 
 
4.14 Splošni postopek sinteze spojin 36–46  
 
 



























Spojine 26–35 (1 ekv) smo raztopili v MeCN (50–70 mL) in med mešanjem pri sobni 
temperaturi reakcijski zmesi dodali K2CO3 (3 ekv), konico spatule KI (katalitična količina) 
in 1-(2-bromoetil)pirolidin-2-on (1,5 ekv). Zmes smo segrevali čez noč na kopeli pri 60–80 
°C. Po pretečenem času smo uparili topilo in suhemu zaostanku dodali DKM (50 mL) in 
NaHCO3(aq, nas) (50 mL). Organsko fazo smo sprali z NaCl(aq, nas) (30–50 mL), posušili 
z Na2SO4, prefiltrirali in uparili topilo. Surovi produkt smo očistili po postopku, ki je 
naveden pri posamezni spojini.  
Pri sintezi spojin 44 in 45 smo vodni fazi dodali 4 M NaOH(aq) (5–10 mL), ker smo po 
zgoraj opisani ekstrakciji po TLC analizi opazili prisotnost produkta tudi v vodni fazi. Po 
dodatku baze je sledila ponovna ekstrakcija z DKM (20–30 mL) ter spiranje z vodnimi 
raztopinami kot je opisano v splošnem postopku. 
(E)-1-(2-(3-(2-(1H-Benzo[d]imidazol-2-il)vinil)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-on 
Surovi produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = CHCl3/MeOH = 
20/19/16/1). 
(E)-1-(2-(3-(2-(1H-Benzo[d]imidazol-2-il)vinil)piperidin-1-
il)etil)pirolidin-2-on (36)  
M = 338,46 g/mol 
Izgled: rumeno-oranžno olje 
TLC: Rf (MF = CHCl3/MeOH = 9/1) = 0,29 
Izkoristek reakcije: / 
1
H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
1.27 (qd, J = 11.9, 4.0 Hz, 1H), 1.58–1.68 (m, 1H), 1.72–1.78 (m, 
1H), 1.85–1.89 (m, 1H), 1.96–2.08 (m, 4H), 2.35 (t, J = 8.1 Hz, 
2H), 2.46–2.51 (m, 1H), 2.53 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.91 (bd, J = 
11.3 Hz, 1H), 2.98–3.02 (m, 1H), 3.43 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 3.47 (t, 
J = 7.1 Hz, 2H), 6.49 (d, J = 16.3 Hz, 1H), 6.72 (dd, J = 16.3, 7.0 
Hz, 1H), 7.20 (dd, J = 6.1, 3.2 Hz, 2H), 7.50 (dd, J = 6.0, 3.2 Hz, 
2H), izmenljiv signal za NH 
13
C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
18.04, 24.24, 29.51, 31.26, 38.60, 40.25, 47.54, 54.70, 55.49, 
58.29, 114.57, 118.76, 122.37, 138.71, 141.47, 151.95, 175.72 




IR 2932, 1657, 1425, 1311, 1274, 1161, 973, 768, 741, 697, 576 





Surovi produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = DKM/MeOH = 9/1). 
1-(2-(3-(2-(1H-Benzo[d]imidazol-2-il)etil)piperidin-1-
il)etil)pirolidin-2-on (37)  
M = 340,47 g/mol 
Izgled: temno rumeno olje 
TLC: Rf (MF = DKM/MeOH = 9/1) = 0,15 
Izkoristek reakcije: 18,2 % 
1
H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
0.85–0.95 (m, 1H), 1.22–1.31 (m, 1H), 1.33–1.42 (m, 1H), 1.44–
1.65 (m, 4H), 1.75–1.83 (m, 1H), 1.98–2.05 (m, 3H), 2.26 (dt, J = 
12.9, 4.8 Hz, 1H), 2.47 (td, J = 8.0, 3.9 Hz, 2H), 2.54–2.62 (m, 
2H), 2.84–2.99 (m, 2H), 3.07 (bd, J = 14.3 Hz, 1H), 3.19 (bd, J = 
10.2 Hz, 1H), 3.27–3.32 (m, 1H), 3.36–3.42 (m, 1H), 3.87–3.92 




(100 MHz, CDCl3) 
17.97, 25.44, 26.34, 31.39, 31.75, 33.49, 34.35, 39.33, 46.65, 
54.71, 56.01, 56.79, 114.71, 121.60, 139.02, 155.94, 176.31 




IR 2926, 1658, 1538, 1425, 1271, 1160, 768, 741, 643, 620, 584 






Surovi produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = CHCl3/MeOH = 20/1). 
(E)-1-(2-(3-(2-(Benzo[d]tiazol-2-il)vinil)piperidin-1-
il)etil)pirolidin-2-on (38)  
M = 355,50 g/mol 
Izgled: rumeno-oranžna amorfna snov 
TLC: Rf (MF = CHCl3/MeOH = 20/1) = 0,18 
Izkoristek reakcije: 48,2 % 
1
H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
1.26 (qd, J = 11.6, 4.1 Hz, 1H), 1.52–1.63 (m, 1H), 1.69–1.75 (m, 
1H), 1.84 (dq, J = 12.8, 4.2 Hz, 1H), 1.94–2.08 (m, 4H), 2.35 (dd, 
J = 8.6, 7.5 Hz, 2H), 2.49 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.46–2.55 (m, 1H), 
2.80 (bd, J = 10.6 Hz, 1H), 2.91 (dd, J = 11.0, 4.0 Hz, 1H), 3.40 
(t, J = 7.0 Hz, 2H), 3.42 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 6.64 (dd, J = 16.1, 6.5 
Hz, 1H), 6.73 (dd, J = 16.1, 1.0 Hz, 1H), 7.31 (ddd, J = 8.3, 7.2, 
1.2 Hz, 1H), 7.41 (ddd, J = 8.3, 7.2, 1.3 Hz, 1H), 7.79 (ddd, J = 
7.9, 1.2, 0.6 Hz, 1H), 7.92 (ddd, J = 8.1, 1.0, 0.5 Hz, 1H) 
13
C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
18.11, 24.75, 29.86, 31.02, 39.67, 39.92, 47.79, 53.70, 55.93, 
58.82, 121.51, 122.89, 124.00, 125.23, 126.20, 134.18, 143.50, 
153.68, 167.28, 175.04 




IR 2931, 1668, 1498, 1434, 1359, 1285,1208, 1159, 1109, 1014, 963, 
866, 761, 729, 703, 662, 575 






Surovi produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = DKM/MeOH = 9/1). 
1-(2-(3-(2-(1-Metil-1H-benzo[d]imidazol-2-il)etil)piperidin-1-
il)etil)pirolidin-2-on (39)  
M = 354,50 g/mol 
Izgled: rjavo-oranžno olje 
TLC: Rf (MF = DKM/MeOH = 9/1) = 0,15 
Izkoristek reakcije: 16,8 % 
1
H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
0.99 (qd, J = 12.2, 4.0 Hz, 1H), 1.47–1.58 (m, 1H), 1.62–1.71 (m, 
2H), 1.74–1.87 (m, 4H), 1.94–2.02 (m, 3H), 2.34 (dd, J = 8.7, 7.5 
Hz, 2H), 2.47 (td, J = 6.8, 2.0 Hz, 2H), 2.82–2.93 (m, 4H), 3.38–
3.44 (m, 4H), 3.73 (s, 3H), 7.19–7.30 (m, 3H), 7.68–7.72 (m, 1H) 
13
C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
18.15, 25.18, 25.37, 29.87, 30.86, 31.11, 32.08, 36.27, 40.12, 
47.81, 54.30, 56.05, 60.11, 108.98, 119.24, 121.89, 122.11, 
135.91, 142.64, 155.32, 175.12 




IR 2927, 1666, 1509, 1464, 1441, 1361, 1285, 1236, 1159, 1006, 
923, 732, 641, 574 






Surovi produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo: 1) MF = DKM/MeOH = 9/1; 2) 
MF = CHCl3/MeOH = 20/1. 
(E)-1-(2-(3-(2-(Benzo[d]oksazol-2-il)vinil)piperidin-1-
il)etil)pirolidin-2-on (40)  
M = 339,44 g/mol 
Izgled: oranžno olje 
TLC: Rf (MF = CHCl3/MeOH = 20/1) = 0,22 
Izkoristek reakcije: 36,0 % 
1
H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
1.29 (qd, J = 11.4, 3.9 Hz, 1H), 1.54–1.64 (m, 1H), 1.70–1.77 (m, 
1H), 1.85 (dq, J = 12.8, 4.2 Hz, 1H), 1.96–2.12 (m, 4H), 2.37 (dd, 
J = 8.7, 7.5 Hz, 2H), 2.50 (td, J = 6.6, 2.7 Hz, 2H), 2.52–2.57 (m, 
1H), 2.79 (bd, J = 11.1 Hz, 1H), 2.90 (dd, J = 11.6, 3.1 Hz, 1H), 
3.42 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 3.44 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 6.45 (dd, J = 
16.2, 1.5 Hz, 1H), 6.98 (dd, J = 16.2, 7.0 Hz, 1H), 7.27–7.31 (m, 
2H), 7.45–7.49 (m, 1H), 7.64–7.68 (m, 1H) 
13
C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
18.14, 24.75, 29.85, 31.06, 39.77, 40.04, 47.84, 53.71, 56.00, 
58.83, 110.33, 116.24, 119.88, 124.44, 125.06, 142.01, 145.90, 
150.35, 162.57, 175.08  




IR 2930, 1674, 1537, 1452, 1351, 1286, 1242, 1160, 1041, 1002, 
972, 930, 851, 747 






Surovi produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo: 1) MF = DKM/MeOH = 9/1; 2) 
MF = EtOAc/MeOH = 95/5, pri čemer smo uspeli ločiti cis in trans derivat.  
(Z)-1-(2-(3-(2-(Naftalen-1-il)vinil)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-on 
(41)  
M = 348,49 g/mol 
Izgled: oranžno olje 
TLC: Rf (MF = EtOAc/MeOH = 95/5) = 0,27 
Izkoristek reakcije: 4,4 % 
1
H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
1.11–1.21 (m, 1H), 1.35–1.46 (m, 1H), 1.58–1.70 (m, 2H), 1.86–
2.00 (m, 4H), 2.31 (dd, J = 8.7, 7.6 Hz, 2H), 2.42 (t, J = 6.8 Hz, 
2H), 2.52–2.62 (m, 1H), 2.74 (dd, J = 10.9, 3.8 Hz, 2H), 3.22–
3.39 (m, 4H), 5.75 (dd, J = 11.5, 10.0 Hz, 1H), 6.85 (d, J = 11.5 
Hz, 1H), 7.33 (dt, J = 7.1, 1.2 Hz, 1H), 7.43 (dd, J = 8.2, 7.0 Hz, 
1H), 7.45–7.50 (m, 2H), 7.76 (dd, J = 8.2, 1.1 Hz, 1H), 7.82–7.86 
(m, 1H), 7.96–8.00 (m, 1H) 
13
C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
18.10, 24.90, 31.06, 31.15, 36.04, 40.02, 47.90, 53.79, 56.05, 
59.55, 125.15, 125.52, 125.86, 125.92, 126.18, 127.37, 127.55, 
128.41, 132.04, 133.61, 135.10, 136.78, 175.01  




IR 2929, 1679, 1461, 1424, 1284, 1158, 1114, 805, 782, 752, 730, 
670 







M = 348,49 g/mol 
Izgled: svetlo oranžno olje 
TLC: Rf (MF = EtOAc/ MeOH = 95/5) = 0,20 
Izkoristek reakcije: 9,7 % 
1
H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
1.22–1.32 (m, 1H), 1.57–1.68 (m, 1H), 1.71–1.78 (m, 1H), 1.87–
2.05 (m, 5H), 2.34 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 2.45–2.59 (m, 3H), 2.86 
(dt, J = 11.7, 3.8 Hz, 1H), 2.94–2.99 (m, 1H), 3.42 (t, J = 7.1 Hz, 
2H), 3.43 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 6.13 (dd, J = 15.7, 7.2 Hz, 1H), 7.13 
(d, J = 15.7 Hz, 1H), 7.41 (dd, J = 8.1, 7.2 Hz, 1H), 7.44–7.52 (m, 
2H), 7.52–7.54 (m, 1H), 7.73 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.80–7.83 (m, 
1H), 8.09–8.11 (m, 1H) 
13
C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
18.00, 25.11, 30.73, 30.96, 40.03, 40.20, 47.73, 53.75, 55.99, 
59.84, 123.51, 123.83, 125.60, 125.63, 125.82, 126.23, 127.40, 
128.45, 131.10, 133.57, 135.42, 136.53, 174.92 




IR 2927, 1676, 1493, 1461, 1424, 1395, 1359, 1285, 1159, 1080, 
968, 795, 778, 734, 560 






Surovi produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo: 1) MF = DKM/MeOH = 9/1; 2) 
MF = CH3Cl/MeOH = 20/1. Nato smo produkt očistili še z reverznofazno kolonsko 
kromatografijo (Isolera Biotage).  
1-(2-(3-(2-(Naftalen-1-il)etil)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-on (43)  M = 350,51 g/mol 
Izgled: svetlo rumeno olje 
TLC: Rf (MF = CHCl3/MeOH = 20/1) = 0,19 
Izkoristek reakcije: 64,0 % 
1
H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
0.97 (qd, J = 12.9, 4.2 Hz, 1H), 1.48–1.77 (m, 6H), 1.84–1.89 (m, 
1H), 1.91–1.99 (m, 3H), 2.34 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 2.41–2.52 (m, 
2H), 2.81–2.85 (m, 1H), 2.92 (d, J = 10.2 Hz, 1H), 3.00–3.14 (m, 
2H), 3.40 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 3.41 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 7.30 (dd, J 
= 7.1, 1.3 Hz, 1H), 7.37 (dd, J = 8.1, 7.0 Hz, 1H), 7.43–7.52 (m, 
2H), 7.68 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.83 (dd, J = 7.8, 1.5 Hz, 1H), 8.01 
(d, J = 8.3 Hz, 1H) 
13
C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
18.00, 25.40, 30.40, 30.92, 30.98, 35.67, 36.44, 40.06, 47.70, 
54.20, 56.05, 60.44, 123.70, 125.37, 125.56, 125.70, 125.74, 
126.47, 128.76, 131.75, 133.87, 138.78, 174.88  
HRMS Izračunano za C23H31N2O [M+H]
+ 
(m/z): 351,2431 
Izmerjeno: 351,2412  
IR 2924, 1677, 1461, 1424, 1285, 1160, 780 






Surovi produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = DKM/MeOH = 9/1).  
(Z)-1-(2-(3-(3-(Trifluorometil)stiril)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-
on (44)  
M = 366,43 g/mol 
Izgled: oranžno olje 
TLC: Rf (MF = DKM/MeOH = 9/1) = 0,55 
Izkoristek reakcije: 46,0 % 
1
H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
1.12–1.22 (m, 1H), 1.47–1.58 (m, 1H), 1.63–1.76 (m, 2H), 1.89–
2.04 (m, 4H), 2.34 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 2.46 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 
2.70–2.82 (m, 3H), 3.31–3.45 (m, 4H), 5.56 (dd, J = 11.7, 10.1 
Hz, 1H), 6.40 (d, J = 11.7 Hz, 1H), 7.41–7.48 (m, 4H) 
13
C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
18.13, 24.89, 31.06, 31.09, 35.91, 40.03, 47.82, 53.73, 56.04, 
59.43, 123.46 (q, JC,F = 3.8 Hz), 124.25 (q, JC,F = 272.4 Hz), 
125.31 (q, JC,F = 3.9 Hz), 127.72, 128.86, 130.68 (q, JC,F = 32.1 
Hz), 131.85 (d, JC,F = 1.6 Hz), 136.89, 138.33, 175.02  




IR 2932, 1678, 1492, 1463, 1439, 1358, 1327, 1288, 1160, 1120, 
1071, 905, 860, 810, 741, 704, 655, 583, 507 





Surovi produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = DKM/MeOH = 9/1). 
(E)-1-(2-(3-(3-(Trifluorometil)stiril)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-
on (45)  
M = 366,43 g/mol 
Izgled: rdeče-oranžno olje 
TLC: Rf (MF = DKM/MeOH = 9/1) = 0,46 
Izkoristek reakcije: 44,3 % 
1
H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
1.21 (qd, J = 11.9, 4.1 Hz, 1H), 1.52–1.63 (m, 1H), 1.69–1.75 (m, 
1H), 1.78–1.84 (m, 1H), 1.92–2.05 (m, 4H), 2.35 (dd, J = 8.6, 7.6 
Hz, 2H), 2.39–2.45 (m, 1H), 2.49 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.80–2.84 
(m, 1H), 2.89 (dd, J = 11.0, 4.1 Hz, 1H), 3.41 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 
3.44 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 6.20 (dd, J = 16.0, 7.1 Hz, 1H), 6.41 (dd, 
J = 16.1, 1.2 Hz, 1H), 7.36–7.44 (m, 2H), 7.48 (dt, J = 7.5, 1.7 
Hz, 1H), 7.56 (s, 1H)  
13
C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
18.15, 25.10, 30.59, 31.08, 39.89, 40.07, 47.82, 53.92, 56.07, 
59.58, 122.68 (q, JC,F = 3.8 Hz), 123.62 (q, JC,F = 3.8 Hz), 124.28 
(q, JC,F = 272.4 Hz), 127.93, 129.01, 129.32 (d, JC,F = 1.5 Hz), 
130.95 (q, JC,F = 32.0 Hz), 135.32, 138.51, 175.02  




IR 2933, 1678, 1437, 1329, 1287, 1202, 1159, 1118, 1071, 967, 901, 
795, 698, 663 







Surovi produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = DKM/MeOH = 9/1). 
1-(2-(3-(3-(Trifluorometil)fenetil)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-on 
(46)  
M = 368,44 g/mol 
Izgled: rumeno olje 
TLC: Rf (MF = DKM/MeOH = 9/1) = 0,35 
Izkoristek reakcije: 48,6 %/ 
1
H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
0.85–0.95 (m, 1H), 1.41–1.57 (m, 4H), 1.59–1.76 (m, 3H), 1.89–
1.99 (m, 3H), 2.31 (dd, J = 8.6, 7.5 Hz, 2H), 2.42 (t, J = 6.9 Hz, 
2H), 2.59–2.69 (m, 2H), 2.76–2.84 (m, 2H), 3.37 (t, J = 7.1 Hz, 
2H), 3.39 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 7.30–7.40 (m, 4H)  
13
C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
18.03, 25.29, 30.81, 30.99, 33.05, 35.85, 36.06, 40.00, 47.68, 
54.27, 56.00, 60.20, 122.57 (q, JC,F = 3.9 Hz), 124.30 (q, JC,F = 
272.3 Hz), 124.94 (q, JC,F = 3.8 Hz), 128.73, 130.55 (q, JC,F = 
31.8 Hz), 131.78 (d, JC,F = 1.5 Hz), 143.57, 174.94  




IR 2928, 1679, 1444, 1327, 1286, 1199, 1159, 1118, 1072, 899, 800, 
733, 703, 661, 576, 505  
HPLC tR= 3,93 min (96,56 %, 220 nm) 
 











Spojino 38 (oziroma 40) smo raztopili v EtOH (30–50 mL) in zmes med mešanjem 
prepihovali z Ar(g). Reakcijski zmesi smo dodali katalizator Pd/C (10–20 % w/w), 
suspenzijo pa prepihali z H2(g) in mešali čez noč pri sobni temperaturi. Po pretečenem 
času smo zmes prepihali z Ar(g) in odfiltrirali katalizator s presesavanjem, pri čemer se je 
naš produkt nahajal v matičnici, kateri smo uparili topiloProdukt smo očistili s postopkom 
zapisanim pri posamezni spojini.  
1-(2-(3-(2-(Benzo[d]tiazol-2-il)etil)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-on  
Surovi produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo: MF = CHCl3/MeOH = 20/1; 2) MF 
= DKM/MeOH = 9/1. 
1-(2-(3-(2-(Benzo[d]tiazol-2-il)etil)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-on 
(47)  
M = 357,52 g/mol 
Izgled: rumeno olje 
TLC: Rf (MF = DKM/MeOH = 9/1) = 0,52 
Izkoristek reakcije: 52,3 % 
1
H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
0.88–0.98 (m, 1H), 1.42–1.52 (m, 1H), 1.57–1.66 (m, 2H), 1.69–
1.83 (m, 4H), 1.89–1.97 (m, 3H), 2.31 (dd, J = 8.6, 7.6 Hz, 2H), 
2.42 (td, J = 7.0, 1.4 Hz, 2H), 2.75–2.79 (m, 1H), 2.82–2.86 (m, 
1H), 3.02–3.15 (m, 2H), 3.36 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 3.37 (t, J = 7.0 
Hz, 2H), 7.29 (ddd, J = 8.3, 7.2, 1.2 Hz, 1H), 7.39 (ddd, J = 8.3, 
7.2, 1.3 Hz, 1H), 7.78 (dt, J = 8.1, 0.8 Hz, 1H), 7.91 (dt, J = 8.2, 
0.9 Hz, 1H)  
13
C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
18.01, 25.16, 30.58, 30.98, 31.78, 34.09, 35.72, 39.99, 47.73, 
54.12, 55.97, 59.99, 121.50, 122.46, 124.68, 125.89, 135.07, 
153.19, 172.09, 175.00  




IR 2924, 1674, 1517, 1435, 1285, 1159, 1128, 762, 731 






Surovi produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = DKM/MeOH = 9/1). 
1-(2-(3-(2-(Benzo[d]oksazol-2-il)etil)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-
on (48) 
M = 341,46 g/mol 
Izgled: oranžno viskozno olje 
TLC: Rf (MF = DKM/MeOH = 9/1) = 0,46 
Izkoristek reakcije: 21,4 % 
1
H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
0.97 (qd, J = 12.3, 4.2 Hz, 1H), 1.51–1.62 (m, 1H), 1.64–1.70 (m, 
2H), 1.72–1.86 (m, 4H), 1.94–2.05 (m, 3H), 2.34 (dd, J = 8.7, 7.6 
Hz, 2H), 2.51 (td, J = 6.9, 2.3 Hz, 2H), 2.86–2.98 (m, 4H), 3.40–




(100 MHz, CDCl3) 
18.11, 24.94, 26.18, 30.35, 31.03, 31.16, 35.53, 39.85, 47.83, 
54.08, 55.84, 59.81, 110.38, 119.60, 124.18, 124.58, 141.39, 
150.85, 167.11, 175.20 




IR 2925, 1673, 1613, 1570, 1493, 1454, 1360, 1285, 1241, 1143, 
1106, 1003, 930, 886, 837, 750, 650, 582 





5 REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1 KOMENTAR SINTEZNEGA POSTOPKA 
 
5.1.1 Uvedba Boc zaščitne skupine 
 
Sintezo spojin smo začeli z uvedbo zaščitne skupine terc-butil karbamat (Boc) na 
komercialno dostopni piperidin-3-karboksilni kislini, s čimer smo zaščitili nukleofilni amin 
(piperidinski dušik piperidin-3-karboksilne kisline) in tako zmanjšali možnost nastanka 
stranskih produktov v naslednji stopnji sinteze. Zaščitna skupina Boc je obstojna pri pH = 
4–12, pri katalitskem hidrogeniranju ter proti hidridom in oksidantom, selektivno 
odstranitev zaščitne skupine pa dosežemo z acidolizo (HCl/CH3COOH ali CF3COOH) 
(37). Produkta 1 na tej stopnji sinteze nismo očistili s kolonsko kromatografijo, saj je bilo 
pri NMR analizi razvidno, da smo dobili želeno spojino z zadostno čistostjo. 
 
5.1.2 Sinteza Weinrebovega amida 
 
Sintezo smo nadaljevali selektivno na karboksilni skupini izhodne spojine 1, ki smo jo 
pretvorili do Weinrebovega amida 2. Reakcija amidacije je potekala v bazičnem mediju 
(zagotovljen s Et3N), sklopitveni reagent TBTU (O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N′,N′- 
tetrametilamonijev tetrafluoroborat) pa je povečal elektrofilnost ogljika karboksilne kisline 
izhodne spojine (aktiviral je karboksilno kislino) in tako omogočil tvorbo amidne vezi z 
N,O-dimetilhidroksilamonijevim kloridom (38). 
 
5.1.3 Redukcija Weinrebovega amida do aldehida 
 
Redukcijo Weinrebovega amida 2 do aldehida 3 smo izvedi s presežkom LiAlH4 v 
brezvodnem THF in pri inertni atmosferi, saj bi sicer močno reducent LiAlH4 burno 
reagiral z vodo. Zaradi stabilnega kovino-kelirajočega intermediata Weinrebovega amida 
je zmanjšana verjetnost poteka nadaljnje redukcije do sekundarnega alkohola. Ob dodatku 
nasičene raztopine NaHCO3 v reakcijsko zmes intermediat razpade in nastane aldehid (38).  
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5.1.4 Sinteza Wittigovih reagentov 
 
Wittigova reakcija je reakcija, kjer iz aldehida ali ketona s pomočjo trifenilfosfonijevega 
ilida (Wittigovega reagent oziroma sol) tvorimo alkene. Na ta način tvorimo vez ogljik–
ogljik (39). 
 
Wittigove reagente smo sintetizirali iz trifenilfosfina in alkil halidov. Večina alkil halidov 
je bila komercialno dostopnih (2-klorometilbenzimidazol, 2-(klorometil) benzoksazol, 2-
(klorometil)benzotiazol, 2-(bromometil)naftalen, α'-kloro-α,α,α-trifluoro-m-ksilen), ostale 
pa smo sintetizirali sami. Spojino 5 (2-(klorometil)benzo[d]oksazol) smo pripravili iz 2-
aminofenola v toluenu z dodatkom kloroacetil klorida in trietilamina, ki je deloval kot 
baza. 
Spojino 4 (4-(bromometil)kinolin) smo poskusili sintetizirat iz lepidina (4-metilkinolina), 
kjer pa smo izolirali pretežno dibromiran stranski produkt. Reakcijske zmesi pri 
neuspešnih sintezah alkil bromidov 6–9 smo zavrgli bodisi zaradi prevlade nastalega 
dibromiranega stranskega produkta ali ker bromiranje sploh ni poteklo (prenizka 
temperatura, premili pogoji). Pripravljene alkil halide smo raztopili v acetonitrilu, 
reakcijski zmesi dodali trifenilfosfin in jo refluktirali čez noč. Gre za Sn2 nukleofilno 
substitucijo, kjer nukleofilni trifenilfosfin s svojim prostim elektronskim parom (fosfor v 
trifenilfosfinu ima prost elektronski par, kar da fosforju nukleofilen značaj) napade na 
halogen vezan ogljikov atom alkil halida, ki deluje kot elektrofil. Pri tem se tvori vez P-C, 
nastane fosfonijev ion s pozitivnim nabojem na P, sprosti pa se halogenidni anion (39, 40). 
 
5.1.5 Wittigova reakcija 
 
Pripravljene Wittigove reagente (soli) smo uporabili za izvedbo Wittigove reakcije. Kot 
topilo smo uporabili brezvodni THF, saj bi voda motila reakcijo, z Ar(g) pa smo zagotovili 
inertno atmosfero (onemogočili dostop vode iz zraka). V topilu smo raztopili Wittigov 
reagent, dodali NaHMDS, ki je deloval kot baza za deprotonacijo aktivirane metilenske 
skupine Wittigovega reagenta. Nastali fosfonijev ilid je resonančno manj stabilna oblika 
Wittigovega reagenta (vsebujejo elektron donorsko skupino, C-atom deluje kot nukleofil), 
ki se resonančno stabilizira preko fosforana (40). Nukleofilni napad ogljika ilida na 
elektrofilni karbonilni ogljik povzroki premik elektronov na karbonilni kisik, slednji pa 
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napade pozitivno nabit fosfonijev ion (Slika 6). Tako nastane nestabilen, kratkoživ 4-
členski oksafosfetan, ki se zaradi sterične napetosti odpre, sprostita pa se trifenilfosfinijev 
oksid in alken. Reakcijo ustavimo z dodatkom nasičene raztopine NaHCO3 oziroma z 
dodatkom vode, ki zreagira z bazo in ustavi reakcijo (39–41). 
 
 
Slika 6: Mehanizem Wittigove reakcije. Prirejeno po (40). 
 
Dobili smo surove produkte, ki so bili zmes cis in trans izomerov, kar smo potrdili tudi z 
NMR analizo, pri čemer je pričakovano prevladovala trans oblika zaradi sterično in 
termodinamično ugodnejše razporeditve ob dvojni vezi. Na podlagi razlik v fizikalno-
kemijskih lastnosti sintetiziranih spojin smo s kolonsko kromatografijo izolirali cis ter 
trans derivata.  
 
5.1.6 Redukcija dvojne vezi 
 
Z namenom preverbe vpliva prisotnosti dvojne vezi na vezavo zaviralca v aktivno mesto 
encima hBChE in hAChE smo izvedli redukcijo dvojne vezi. Sintetizirane alkene oziroma 
zmesi cis in trans izomerov smo reducirali s katalitskim hidrogeniranjem. Alkene smo 
raztopili v etanolu, reakcijsko zmes prepihovali z Ar(g), da smo iz reakcijske zmesi izgnali 
kisik in ji nato dodali katalizator Pd/C (10–20% mase izhodne spojine). Suspenzijo smo 
mešali pod H2(g) atmosfero, s čimer je potekla reakcija adicije vodika na dvojno vez. 
Katalizator je ključen za znižanje sicer zelo visoke aktivacijske energije reakcije. Delčki 
paladija vezani na ogljik, predstavljajo podlago za vezavo molekule vodika, ki se razcepi 
na dva atoma vodika, da lahko poteče adicija le-teh na ogljika ob dvojni vezi v alkenu. 




5.1.7 Odstranitev Boc zaščitne skupine in alkilacija 
Zaščitno skupino Boc (terc-butil karbamat) smo odstranili z acidolizo tako, da smo 
izhodno spojino raztopili v etanolu, reakcijski zmesi dodali koncentrirano HCl in mešali na 
oljni kopeli pri 70–80 °C. Nastale soli imajo v primerjavi z zaščitenimi izhodnimi 
karbamati veliko nižji retencijski faktor, zato smo nastanek produktov te sintezne stopnje 
potrdili le s TLC kromatogramom in jih brez vmesnega čiščenja uporabili v reakciji 
alkilacije (37). Na odščiten piperidinski dušik smo z reakcijo nukleofilne substitucije 
pripeli 1-etilpirolidin-2-onski fragment tako, da smo izhodno sol raztopili v MeCN, dodali 
K2CO3, katalitično količino kalijevega jodida in bromid 1-(2-bromoetil)pirolidin-2-on ter 
reakcijsko zmes ob mešanju segrevali pri 60–80 °C. Gre za nukelofilno substitucijo Sn2 
mehanizma, kjer K2CO3 pretvori sol izhodne spojine (sol piperidinskega amina s HCl) v 
neprotoniran nukleofilen sekundarni amin, ki napade ob halogenu elektrofilno polariziran 
ogljikov atom. Vez med ogljikom in sosednjim bromom je polarizirana, saj brom zaradi 
svojega elektronegativnega značaja odtegne elektrone manj elektronegativnemu ogljiku na 
katerega je vezan. Kot stranski produkt reakcije nastane HBr, ki pa reagira s presežkom 
K2CO3, pri čemer nastane sol KBr (43, 44). 
5.2 KOMENTAR BIOKEMIJSKEGA TESTIRANJA 
Zaviralno aktivnost sintetiziranih spojin smo ovrednotili z Ellmanovo metodo in jo izrazili 
kot srednjo inhibitorno koncentracijo – IC50 (Preglednica I). Vrednost IC50 predstavlja 
koncentracijo spojine (zaviralca encima), ki zmanjša delovanje encima za 50 odstotkov. 
Selektivnost sintetiziranih spojin za hBChE smo ocenili s primerjavo zaviranja hBChE in 
hAChE. 
Spojina LiSiCa HIT je spojina zadetek A, ki je predstavljala izhodišče pri načrtovanju naše 
serije analogov. Najvišjo jakost zaviralnega delovanja na hBChE je izkazala spojina 46, po 








IC50 ± SEM 
hAChE 
IC50 ± SEM 
 
Zadetek A 99.8 ± 8.7 nM ~56.4 µM 
 
36 9.91 ± 1.68 µM 35.2 ± 6.0 µM 
 
37 2.49 ± 0.41 µM 10.5 ± 2.2 µM 
 
38 7.87 ± 2.30 µM 11.2 ± 2.6 µM 
 
39 1.10 ± 0.13 µM 2.55 ± 0.90 µM 
 
40 14.35 ± 1.96 µM 25.0 ± 8.1 µM 
 
41 664.0 ± 71.3 nM 12.7 ± 2.6 µM 
 




43 136.2 ± 9.4 nM 11.8 ± 3.0 µM 
 
44 400.2 ± 75.5 nM 40.5 ± 7.0 µM 
 
45 1.17 ± 0.13 µM 36.4 ± 6.6 µM 
 
46 47.97 ± 4.28 nM 26.4 ± 6.5 µM 
 
47 681.4 ± 73.3 nM 5.71 ± 0.56 µM 
 
48 2.90 ± 0.53 µM 30.8 ± 7.6 µM 
 
S sintezo derivatov smo želeli preveriti predvsem, kako na zaviranje hBChE vpliva uvedba 
večjih (hetero)bicikličnih aromatskih substituentov. Za spojine z benzimidazolnim (36, 
37), N-metilbenzimidazolnim (39), benzotiazolnim (38, 47) in benzoksazolnim (40, 48) 
fragmentom smo pričakovali, da bodo zaradi svoje velikosti in pretežno lipofilne narave 
uspešno zapolnile za hBChE značilen velik acil-vezavni žep, a je bilo pri večini spojin 
zaviranje hBChE v mikromolarnem območju. Kot močnejši zaviralci so se izkazale spojine 
41-46, ki so imele na distančnik vezan naftalen (41–43) ali 3-trifluorometilbenzen (44–46). 
Iz tega lahko sklepamo, da benzen in naftalen tvorita močnejše π-π interakcije z acil-
vezavnim žepom encima hBChE. 
Z najmočnejšim zaviralcem hBChE (46) smo preverili vpliv velikosti in pozicije 
substituenta vezanega na benzenov obroč. Zadetek A ima na para mestu benzena fluor, 
spojina 46 pa trifluorometilno skupino na meta mestu glede na etilni oziroma vinilni 
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distančnik. Volumsko večji CF3 substituent bolje zapolni acil-vezavni žepek v primerjavi s 
fluorom pri zadetku A, tvori ugodnejše hidrofobne in van der Waalsove interakcije, kar 
ima za posledico 2-krat močnejše zaviralno delovanje na hBChE. K močnejšemu 
zaviralnemu delovanju najbrž prispeva tudi pozicija substituenta na meta mestu pri spojini 
46, ki je očitno ugodnejša kot para pozicija. 
V okviru naloge smo preverili vpliv prisotnosti enojne oziroma dvojne vezi v distančniku 
in primeru slednje tudi efekt cis oziroma trans konformacije dvojne vezi na zaviralno 
aktivnost. Na podlagi izmerjenih IC50 vrednosti spojin lahko vidimo, da spojine z 
reducirano dvojno vezjo na distančniku močnejše zavirajo hBChE kot njihovi nereducirani 
vinilni derivati. Iz tega sklepamo, da se reducirane spojine prostorsko lažje orientirajo in 
posledično bolje prilagodijo obliki aktivnega mesta hBChE. Če primerjamo vrednosti IC50 
spojine 44 (cis derivat, IC50 = 400.2 ± 75.5 nM) in 45 (trans derivat, IC50 = 1.17 ± 0.13 
µM) vidimo, da ima cis derivat skoraj 3-krat nižjo vrednost IC50. Trans konformacija 
naredi spojino bolj linearno, tako da le-ta težje tvori ugodne interakcije s hBChE. Pri 
naftilnih analogih 41 in 42 z vinilnim distančnikom sta bili IC50 vrednosti obeh spojin v 
visokem nanomolarnem območju, presenetljivo pa je trans derivat 42 (IC50 = 529.9 ± 37.6 
nM) glede na rezultate testiranja izkazal rahlo večjo jakost zaviralnega delovanja kot 
njegov cis izomer 41 (IC50 = 664.0 ± 71.3 nM). V tem primeru gre najbrž zgolj za 
anomalijo v celotni seriji, kjer lahko trans 42 derivat kljub rigidnosti tvori dovolj močne 
interackije s hBChE. 
Vse sintetizirane spojine so zavirale tudi hAChE, pri čemer so bile IC50 vrednosti v 
mikromolarnem območju. Kot najbolj selektivna se je izkazala spojina 46, ki je bila hkrati 
tudi najmočnejši zaviralec hBChE. Večina ostalih derivatov je izkazovala manj kot 10-
kratno selektivnost za zaviranje hBChE v primerjavi s hAChE. Acil-vezavni žep pri 
hAChE je veliko manjši kot pri hBChE, zato se volumsko večji fragmenti vanj načeloma 
ne morejo vezati. Heterobiciklični derivati 36–40, 47 in 48 pa lahko morda zaradi 
prisotnosti dodatnih heteroatomov tvorijo dodatne interakcije s hAChE, kar se kaže v 





V sklopu magistrske naloge smo sintetizirali in biokemijsko ovrednotili 13 novih 1,3-
substituiranih piperidinov, ki zavirajo encim hBChE. Koncentracija in encimska aktivnost 
BChE se povečujeta z napredovanjem AB, saj naj bi v poznih stadijih te bolezni BChE 
nadomestila upad aktivnosti prej poglavitne AChE. Nove zaviralce BChE smo načrtovali 
na podlagi strukture zadetka A (selektiven zaviralec BChE) z zamenjavami para-
fluorofenilnega fragmenta. Pri biokemijskem testiranju zaviralne aktivnosti spojin z 
Ellmanovo metodo se je kot najmočnejši in najselektivnejši zaviralec hBChE izkazala 
spojina 46 (IC50 za hBChE = 47.97 ± 4.28 nM, IC50 za hAChE = 26.4 ± 6.5 µM), zaviralno 
delovanje v nanomolarnem območju pa so izkazale tudi spojine 41–44 ter 47. Ugotovili 
smo, da reducirane spojine močneje zavirajo hBChE kot nereducirani analogi in da so 
praviloma trans izomeri zaradi svoje rigidizirane linearne oblike manj ugodni za zaviranje 
hBChE kot njihovi cis izomeri, ki se konformacijsko bolje prilegajo aktivnemu mestu 
encima. Na podlagi rezultatov lahko vidimo, da fenilni in naftilni fragment boljše zapolnita 
acil-vezavni žep kot benzimidazolni, beznoksazolni in benztiazolni fragment. Močnejše 
zaviralno delovanje so izkazale spojine z volumsko večjim substituentom CF3, saj ta tvori 
ugodnejše interakcije z acil-vezavnim žepom kot manjši fluor pri spojini zadetku A. 
Ugotovili smo tudi, da je meta substituiran benzenov obroč bolj ugoden za zaviranje 
encima kot para fluoro substituiran benzen. Vse sintetizirane spojine so pri testiranju 
izkazovale zaviralno delovanje v mikromolarnem območju tudi na hAChE, zato za večino 
spojin ne moremo trditi, da so selektivne.  
Na podlagi dognanega odnosa med strukturo in delovanjem spojin lahko v prihodnosti 
načrtujemo še močnejše selektivne zaviralce hBChE. Za optimizacijo zaviralcev je ključno 
načrtno uvajanje strukturnih sprememb, ki bi vodile v močnejše interakcije med zaviralcem 
in encimom. Pri tem bi nam pomagale razrešene kristalne strukture encima hBChE v 
kompleksu z zaviralci. Zaradi nizke selektivnosti sintetiziranih spojim bi se bilo smiselno 
osredotočiti predvsem na izboljšanje vezave zaviralca v acil-vezavni žep, ki je ena izmed 
glavnih razlik med encimoma. Optimizacijo spojin, ki bi uspešno zavirale tako AChE kot 
tudi BChE pa bi lahko peljali tudi v smeri razvoja multifunkcionalnih spojin, ki poleg obeh 
holinesteraz zavirajo že kakšno dodatno tarčo, ki je udeležena v procesu razvoja in 
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